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1.1. Astragalus nitidiflorus  
 
1.1.1. Encuadre taxonómico. 
 
La especie Astragalus nitidiflorus Jiménez Mun. & Pau, conocida comúnmente como 
Garbancillo de Tallante, pertenece a la familia Fabaceae (=Leguminosae), y al orden 
Fabales. 
La familia Fabaceae comprende un gran número de géneros de plantas angiospermas, 
tanto de porte leñoso, como arbustivo y herbáceo, anuales, bienales o perennes, que 
se agrupan en tres subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae y Faboideae o 
Papilionoideae. Además de estas subfamilias, la familia de las leguminosas también 
incluye dos tribus Cercideae, Detarieae y el género Duparquetia. Esta familia 
comprende unos 750 géneros y entre 16000 y 19000 especies, distribuidas por todo el 
mundo, siendo la segunda familia en importancia económica tras la Gramineae y en 
número sólo superada por las Compositae y la Orchidaceae (Allen & Allen, 1981). 
Una característica común a todas las leguminosas es su fruto, una legumbre con 
diversas modificaciones cuya función es la dispersión de la semilla, ya sea 
independientemente o asociada a animales, agua o viento. Una característica general 
de la familia Leguminosae es su capacidad para establecer una relación simbiótica con 
bacterias del suelo denominadas rizobios, que se traduce en un intercambio de 
sustancias nutritivas. La bacteria, una vez desarrollados los nódulos radiculares en las 
plantas, está en condiciones de tomar nitrógeno (N2) atmosférico y fijarlo en forma de 
aminoácidos, mientras que la planta puede nutrir con carbohidratos a la bacteria en el 
nódulo (Castrovejo et al., 1986). 
La subfamilia Faboideae es la que más géneros y especies aporta a la familia de las 
leguminosas y se encuentra distribuida por prácticamente todas las zonas del planeta. 
Esta subfamilia contiene especies leñosas, más frecuente en zonas cálidas, y especies 
herbáceas, que se distribuyen por todos los territorios. La característica común de esta 
subfamilia es la flor, con forma de mariposa, de ahí el nombre alternativo de 
Papilionoideae. La flor está compuesta de cinco pétalos, el más representativo el 
estandarte, que sobresale superiormente a los cuatro. De estos cuatro los inferiores a 
veces están unidos, cerrando los estambres y el estilo. Las hojas suelen contener varios 
foliolos, más de tres, y la vaina suele ser bivalva y dehiscente, con una gran variedad 









El género Astragalus es considerado el más rico dentro de las leguminosas (Gómez-
Sosa, 1979) y el más numeroso de las plantas con flor. Se estima que lo conforman 
entre 2500 y 3000 especies (Podlech, 1986; Lock y Simpson, 1991) que se distribuye en 
regiones frías y áridas de casi todo el mundo, exceptuando Australia y Nueva Zelanda 
(Goméz-Sosa, 1979). En Norteamérica se estiman 400 a 450 especies y en los Andes de 
Sudamérica hay aproximadamente 100, pero es especialmente diverso en Asia con 
1000 a 1500 especies (Wojciechowski et al., 1999). 
Las especies de Astragalus son comúnmente conocidas como “hierba loca”, 
“chinchines” o “sonadoras” (Rzedowski y Rzedowski, 2001). Varias especies del género 
se han utilizado desde la antigüedad en la medicina tradicional china, en la cual se 
receta la raíz y se ha probado que ésta tiene compuestos que funcionan como 
inmunoestimulantes, hepatoprotectores, diuréticos, antiabéticos, analgésicos, 
expectorantes y sedanes. El estudio de las propiedades farmacológicas y su aplicación 
clínica no había sido abordado hasta recientemente (Dong et al., 2003). 
Las especies patagónicas son utilizadas como forraje antes de la producción de frutos, 
porque una vez que maduran las semillas se vuelven peligrosas por el alto grado de 
compuestos tóxicos que presenta su testa (Gómez-Sosa, 1979). Se ha estudiado la 
toxicidad de los nitrocompuestos que tienen los Astragalus y se detectó que los 
rumiantes son particularmente sensibles a éstos, pero el grado de toxicidad depende 
de la cantidad consumida y la composición de los nitrocatalizadores absorbidos a nivel 
de sistema digestivo (William y James, 1975). 
 
Tabla 1. Clasificación científica de la especie Astragalus nitidiflorus. 
CLASIFICACIÓN CIENTÍFICA 
Reino:    Plantae 
Phylum:     Spermatophyta 
Clase:    Dicotyledoneae 
Orden:    Fabales 
Familia:     Fabaceae 
Subfamilia:     Faboideae 
Tribu:        Astragaleae 
Subtribu:        Astragalinae 
Género:     Astragalus 









1.1.2. El origen de Astragalus nitidiflorus  
En 1910 se cita por primera vez el Astragalus nitidiflorus por los botánicos Francisco de 
Paula Jiménez Munuera y Carlos Pau en el Boletín de la Sociedad Aragonesa de 
Ciencias Naturales, a partir de una recolección de F. de P. Jiménez Munuera llevada a 
cabo en 1909 en Cartagena. Desde esa fecha sólo se conocía el pliego de herbario que 
los autores depositaron en el Real Jardín Botánico de Madrid.  
En el año 2000 aparece la especie catalogada como “Extinta” en la Lista Roja 2000 de 
la Flora Vascular Española (VV.AA., 2000). 
 
Imagen 1.  (Izq.)Planta de Astragalus nitidiflorus en periodo de floración; (Der.) Planta 
de Astragalus nitidiflorus, de 30-40 cm de diámetro, en su segundo año de vida. A los 
cuatro años puede llegar a alcanzar hasta un metro de diámetro.  
 
En 2003 aparece en el Libro Rojo de la Flora Silvestre Protegida de la Región de Murcia 
en la categoría “De Interés Especial”, y en ese mismo año se incluye en el Atlas y Libro 
Rojo de la Flora Vascular Amenazada de España. Taxones prioritarios en la categoría de 
Extinta (Galicia y Sánchez-Gómez, 2003). 
En 2004 fue redescubierta por Sergio Martínez Mendoza, encontrando un único 
ejemplar en el Cordel de Perín (Pérez Bajos). A partir de ese momento se inician varias 
campañas de búsqueda del taxón por esta zona, encontrándose ese año 46 ejemplares 
en los alrededores de Pérez Bajos. Ese mismo año vuelve a publicarse el Atlas y Libro 
Rojo de la Flora Vascular Amenazada de España, apareciendo el taxón en la categoría 
“En Peligro Crítico” (Sánchez et al., 2004).  
En el año 2005 se incluye en el Catálogo Nacional de Especies Amenazadas con la 
categoría “En Peligro de Extinción” (Orden MAM/2331/2005).  
En el 2008 se publica la Lista  Roja de La Flora Vascular Española (Moreno, 2008) 
apareciendo el taxón como “En Peligro Crítico”.  
 




En el 2011 se publica el Real Decreto 139/2011 para el desarrollo del Listado de 
Especies Silvestres en Régimen de Protección Especial y del Catálogo Español de 
Especies Amenazadas y se incluye el taxón como En Peligro de Extinción.  
En junio de 2012 la Comisión Europea concede a la Universidad Politécnica de 
Cartagena, en colaboración con la Comunidad Autónoma y el Ayuntamiento de 
Cartagena, un proyecto LIFE+ para la conservación de Astragalus nitidiflorus en su área 
potencial de la Región de Murcia (proyecto LIFE11 BIO/ES/727).  
 
1.1.3. Descripción de la especie 
Astragalus nitidiflorus es una hierba perenne, inerme, con base leñosa de la que salen 
varios tallos. Tallos de hasta 80 cm, procumbentes o ascendentes, hasta de unos 2,5 a 
3,5 mm de diámetro en la zona media, con denso indumento blanquecino formado por 
pelos de 2 a 3 mm, basifijos, blancos o blancos  y negros cerca de los nudos de las 
hojas. Hojas de hasta 14 cm, pecioladas, imparipinnadas, con unos 10 a 12 pares de 
folíolos elípticos o ligeramente truncados en el ápice, de hasta 20 x 9 mm, vilosos por 
ambas caras, con los pelos más esparcidos por el haz; estípulas de 11 a 15 mm, 
soldadas a la base del pecíolo, soldadas entre sí casi hasta su mitad, verdes. 
 
 
Imagen 2. Las hojas de Astragalus nitidiflorus son imparipinnadas, con 8-12 pares de 









La inflorescencia es un racimo denso con 20 a 25 flores, bracteado, con pedúnculos de 
hasta 6,5 cm, rectos, con indumento parecido al del tallo; brácteas 6-9 x 3-3,5 mm, 
lanceoladas, de haz glabra y envés viloso; pedicelos 2-3 mm en la fructificación.  
Cáliz 11-12 mm, con pelos poco densos, negros y blancos; dientes 4,5-6 mm, algo más 
largos que el tubo. Corola de hasta 2,1 cm; estandarte amarillo pálido, casi dos veces la 
longitud del cáliz, estrechamente rómbico, bilocado; quilla y alas amarillo-verdosas, 
mucho más cortas que el estandarte. Androceo con 10 estambres.  
 
 
Imagen 3. Inflorescencia de Astragalus nitidiflorus en la que puede observarse la 
característica corola papilionácea de las Fabáceas con 5 pétalos libres; 1 superior muy 
desarrollado, denominado estandarte, 2 laterales o alas y 2 inferiores que pueden 
estar soldados y forman la quilla. 
 
 
El fruto de unos 13 a 18 mm de longitud y de anchura dorsiventral  unos 5 a 7 mm, 
subsentado, septado, navicular, estrechamente oblogoindal, curvo, aqui llado en el 
vientre; valvas convexas, rígidas, casi pétreas, tuberculadas o mamelonadas, 
glabrescentes cuando son muy viejas. Las semillas unos 3 mm, reniformes, con caras y 
dorso convexos, de superficie reticulado-alveolada, amarillentas o pardas (Real Jardín 
Botánico, 1999; Sánchez Gómez et al., 2004). 
 




             
Imagen 4. (Izq.) Frutos de Astragalus nitidiflorus; y  (Der.) Semilla reniforme de 
Astragalus nitidiflorus. 
 
Imagen 5. Detalle de frutos y semillas de Astragalus nitidiflorus. Los frutos de esta 




1.1.4.1. Ciclo vegetativo 
Astragalus nitidiflorus es una hierba perenne que no suele sobrepasar los cuatro o 
cinco años de vida. Se reproduce por semilla, observándose la germinación en los 
meses de otoño e invierno (hasta febrero o marzo). Las plántulas se pueden desarrollar 
hasta la época estival si las lluvias son propicias. En verano, por falta de humedad, las 
hojas se secan y las plantas juveniles permanecen en reposo, subsistiendo algunas 
yemas en la base de los tallos, a ras del suelo (comportamiento de hemicriptófito). 
Tras las lluvias otoñales, las plantas que han sobrevivido al verano rebrotan y 
comienzan un segundo periodo vegetativo que da lugar a la primera floración en 
primavera (Martínez-Sánchez et al., 2007).  
 
 





Imagen 6. Tras el reposo estival, se produce el rebrote de las yemas situadas en la base 
de los tallos, a ras del suelo. De esta forma comienza la planta un nuevo periodo de 
actividad vegetativa.  
Después de un nuevo periodo de reposo estival volverán a rebrotar para volver a 
florecer en la siguiente primavera, sucediéndose así su ciclo vital hasta un máximo de 
cuatro o cinco años.  
5 -7 cm
Otoño 2010 Primavera 2011 Verano 2011
Otoño 2011 Primavera 2012 Verano 2012
20 -30 cm
50 -60 cm





Imagen 7. Esquema del ciclo de Astragalus nitidiflorus durante tres años, aunque se ha 
comprobado que puede vivir al menos hasta cinco años en el medio natural.  
 
 
La etapa más vulnerable del ciclo de vida de la especie es la de plántula (primer año de 
vida), puesto que se ha demostrado que algunos años ni una sola de estas plántulas es 
capaz de sobrevivir al primer verano, y, en el mejor de los casos estudiados, no 
sobreviven más del 30% de ellas (Martínez-Sánchez et al., 2011).  
 





Imagen 8. En su primer año de vida las plántulas de Astragalus nitidiflorus desarrollan 
tan sólo 4-5 hojas. En su segundo año de vida y con mayor desarrollo vegetativo 
florecen por primera vez, dando lugar por término medio a 100 flores por planta.  
 
 
1.1.4.2. Fenología de la floración 
Se trata de una planta de floración primaveral. De forma general se puede decir que la 
especie comienza su floración en marzo y la termina a finales del mes de abril o 
principios de mayo, dependiendo de las condiciones climáticas. Las inflorescencias 
emergen de las axilas de las hojas terminales, que se van sucediendo en el tallo 
conforme este va creciendo. Estas inflorescencias suelen tener por término medio 
unas 20 flores, las cuales van dando lugar a los frutos, algunos de los cuales se podrán 
ver maduros ya desde principios de mayo. 
 
Imagen 9. Durante el periodo de floración, las inflorescencias  se van sucediendo en los 
tallos conforme estos van creciendo. El número de inflorescencias producidas varía en 








Se ha observado un bajo cuajado de flores (algo más de un 80% de las flores abortan), 
pero la intensa floración de los ejemplares adultos permite una elevada producción de 
semillas a lo largo de toda la vida del individuo (se han estimado producciones de algo 
más de 20000 semillas en un único individuo, Martínez-Sánchez et al., 2011). 
 
 
Imagen 10. Tras la fecundación de las flores se desprenden los pétalos marchitos y 
comienza el cuajado de los frutos. 
 
1.1.4.3. Sistema de reproducción 
Estudios llevados a cabo sobre el sistema de cruzamiento de la especie apuntan a que 
Astragalus nitidiflorus se comporta como xenógama facultativa, es decir las plantas se 
reproducen comúnmente por fecundación cruzada pero la autogamia también puede 
ocurrir. Las observaciones de campo han puesto de manifiesto que las flores son 
visitadas por himenópteros, como Osmia tricornis Latreille, 1811 y Apis mellifera 
Linnaeus, 1758 (Vicente et al., 2011). 
 
 
Imagen 11. Las flores de Astragalus nitidiflorus son polinizadas por abejas del género 











Imagen 12. Detalle de una abeja albañil posada sobre un piroclasto originado en el 




1.1.4.4. Dispersión de los frutos 
Los frutos, que son indehiscentes, se dispersan por barocoria, es decir, por la acción de 
la gravedad, quedando por tanto la mayoría de ellos en las proximidades de la planta 
madre tras la dispersión.  
 
Imagen 13. Los frutos al madurar en verano se desprenden y quedan debajo de los 
tallos secos de la planta madre. Cuando la planta rebrota los frutos quedan bajo su 
sombra. 
 
La capacidad de germinación de las semillas no es muy elevada debido a la dureza de 
sus cubiertas, por lo que gran parte de ellas se mantienen en el suelo, constituyendo lo 
que se denomina un banco edáfico de semillas. No obstante, los estudios llevados a 
cabo indican que la longevidad de las semillas del banco edáfico podría no ir más allá 
de los cinco o seis años. Por tanto, se piensa que Astragalus nitidiflorus podría 
constituir bancos de semillas edáficos persistentes pero a cort o plazo (Martínez-
Sánchez, 2010). Este almacenamiento en el suelo de semillas con diferente capacidad 
 




germinativa implica que no todas las semillas dispersadas en un año germinan a la vez, 
lo que supone en realidad una estrategia de germinación escalonada en el tiempo para 
que no todas las plántulas emerjan a la vez y corran la misma suerte. 
 
Imagen 14. Germinación de semillas de Astragalus nitidiflorus sobre papel de 




Imagen 15. Detalle de la germinación de semillas de Astragalus nitidiflorus 
donde se observa la emergencia de la radícula. 
 
 
1.1.4.5. Nodulación con Rhizobium  
 
Es conocida la capacidad de las leguminosas para utilizar el nitrógeno atmosférico (N2) 
a través de la relación simbiótica que se establece entre estas plantas y las bacterias 
fijadoras de nitrógeno. El grupo de bacterias al que se conoce colectivamente como 
rizobios inducen en las raíces de las leguminosas la formación de estructuras 
especializadas, “los nódulos”, dentro de los cuales el nitrógeno gaseoso se transforma 
en compuestos fácilmente asimilables por las plantas. En el caso de Astragalus 
nitidiflorus también se produce esta nodulación, al menos con los rizobios de la 
especie Rhizobium giardinii (Martínez-Sánchez et al., 2007).  
 






Imagen 16. Nódulos de Rhizobium giardinii que se han desarrollado en plantas de 




1.1.4.6. Diversidad genética 
El conocimiento de los niveles de variación genética de las especies amenazadas es 
esencial para el diseño de estrategias eficaces de gestión y conservación, ya que la 
supervivencia a largo plazo de estas especies dependerá de la conservación de 
suficiente variabilidad genética dentro y entre las poblaciones para que puedan 
responder a las nuevas presiones de selección provocadas por los cambios 
ambientales. 
Los estudios llevados a cabo sobre la estructura genética de Astragalus nitidiflorus 
muestran que, tanto a nivel de especie como a nivel poblacional, la variabi lidad 
genética es baja, si bien estos resultados se sitúan dentro del rango de valores 
normales obtenidos para otras especies endémicas y de distribución restringida. Estos 
datos hacen pensar en que posiblemente existía en el pasado una población mucho 
mayor y numerosa pero que con el paso del tiempo fue sufriendo una drástica 
reducción en su número de individuos hasta llegar a la situación actual en la que 
encontramos pequeños grupos de individuos separados geográficamente pero con 










Las poblaciones conocidas de Astragalus nitidiflorus habitan sobre sustratos de origen 
volcánico de naturaleza basáltica, en pastizales  termófilos y relativamente nitrificados 
con cierto grado de alteración antrópica: bordes de cultivos y terrenos de labor 
abandonados recientemente o abandonados desde hace años pero sometidos a otras 
alteraciones como es el pastoreo de ovejas. Por el contrario, la especie no es capaz de 
colonizar las tierras de cultivo que son alteradas frecuentemente, ni puede colonizar 
áreas que han desarrollado una vegetación sucesional tardía con mayor presencia de 
nanofanerófitos. 
 
Imagen 17. Hábitat natural de Astragalus nitidiflorus. Las plantas del Garbancillo se 




Imagen 18. Ejemplar de Astragalus nitidiflorus sobre basaltos alcalinos volcánicos. 
 
 




Los suelos han sido clasificados como regosoles. Se trata de suelos alcalinos (con 
valores de pH en torno a 8), libres de sales, con escaso contenido de carbonatos y con 
textura franco-arenosa. Presentan un alto contenido de materia orgánica y una 
relación C/N indicativa de procesos de humificación (Martínez –Sánchez et al., 2007). 
Las poblaciones del Garbancillo se encuentran en una zona de clima mediterráneo con 
carácter semiárido, con una precipitación total anual que oscila entre los 250-300 litros 
por metro cuadrado, habitando pastizales termófilos ricos en gramíneas vivaces y 
leguminosas, dominados por Hyparrhenia sinaica junto a especies como Lotus edulis, 
Ononix natrix, y Bituminaria bituminosa. Entre los claros de estos herbazales vivaces 
encontramos comunidades terofiticas arvenses, mesegueras y de malas hierbas de 
cultivos de óptimo primaveral como Galium verucosum, Sherardia arvensis, Geranium 
molle, Vicia sativa, Trifolium stellatum, Trifolium campestre, Bromus rubens, Bromus 
tectorum, Nigella damascena, Erodium neuradifolium, Vulpia ciliata, Cerastium 
glomeratum, Leontodon taraxacoides, Rostraria cristata y Bellardia trixago, y otras 
especies, también terófitas, muy efímeras y xerofíticas como Linum strictum, Trifolium 
scabrum, Euphorbia exigua, Valantia hispida, Asterolinum linum-stellatum, 
Neatostema apulum, Helianthemum salicifolium y Hedysarum spinosissimum . 
 
 
1.1.6. Corología y tamaño poblacional. 
 
Se trata de un endemismo murciano-almeriense presente únicamente en el término 
municipal de Cartagena. Actualmente, la planta cuenta con una única población 
natural situada al oeste de la ciudad, en el complejo de Cabezos del Pericón, 
fragmentada en cuatro subpoblaciones: Pérez Bajos, Cabezo Negro de Tallante, Cabezo 
Negro de los Pérez y Cabezo Blanco y Los Lorenzales.  
 
 
Imagen 19. Cabezo Negro de Tallante, volcán extinguido que constituye el último 









Formando un polígono imaginario con todos los puntos en los que se han encontrado 
individuos de Astragalus nitidiflorus, el área de presencia de la especie tendría una 
superficie aproximada de 2,87 km2.  
A finales de febrero de 2012, el tamaño de la población se estimó en unos 135 
ejemplares reproductores, 17 en la localidad de Pérez Bajos, 18 en el Cabezo Negro y 
más de 100 en el Cabezo Blanco. La subpoblación del Cabezo Negro de Tallante está 




























Imagen 20. Localización de las subpoblaciones existentes de Astragalus 
















La especie Astragalus nitidiflorus se incluye en el Real Decreto 139/2011 para el 
desarrollo del Listado de Especies Silvestres en Régimen de Protección Especial y del 





Fue catalogada “De Interés Especial” en el Catálogo Regional de Flora Silvestre 
Protegida de la Región de Murcia (Decreto 50/2003, BORM núm. 131). Esta categoría 
está reservada a las especies que sin estar contempladas en las categorías superiores 
son merecedoras de una atención particular en función de su valor científico o 
ecológico por su singularidad. En el momento de la redacción del Decreto 50/2003 el 
taxón no había vuelto a encontrarse tras su descripción en 1910 y excepcionalmente se 
consideró como “De Interés Especial” para que en el caso de que fuera reencontrado 
no quedara desprotegido. 
Posteriormente ha sido catalogada como “En peligro de extinción” en el Catálogo 
Español de Especies Amenazadas (Real Decreto 139/2011, BOE núm. 3582). Esta 
categoría hace referencia a la especie, subespecie o población de una especie cuya 
supervivencia es poco probable si los factores causales de su actual situación siguen 
actuando. Para el caso de especies incluidas en esta categoría se evaluará los factores 
de riesgo, como complemento a la conservación in situ, se promoverá la realización de 
programas de cría en cautividad, de conservación ex situ o de propagación fuera de su 
hábitat natural, para los programas o estrategias de conservación o recuperación de la 
especie. Estos programas estarán dirigidos a la constitución de reservas genéticas y/o a 















En este apartado se analizan los principales factores bióticos y abióticos de amenaza 
citados, observados o potenciales para la especie: 
 
1.1.8.1.  Factores bióticos 
 
Fragmentación y pequeño tamaño poblacional 
 
La escasa población conocida de la especie se reparte en cuatro subpoblaciones entre 
las que el flujo genético es muy bajo. Estas subpoblaciones  están separadas 
geográficamente, aunque próximas unas a otras, ya que se localizan en un área 
delimitada por un radio de menos de 1,5 km. La conectividad entre ellas está impedida 
también por la orografía del terreno, ya que existen microcuencas hidrográficas que las 
separan.  
En general, las poblaciones pequeñas y fragmentadas están sometidas a un mayor 
riesgo de regresión y extinción como consecuencia de su mayor vulnerabilidad ante 
problemas genéticos, fluctuaciones demográficas y ambientales. La estocasticidad 
demográfica, fenómenos catastróficos o cualquiera del resto de factores de amenaza 
detectados sobre la especie se verán potenciados al distribuirse la población en grupos 
pequeños y aislados entre sí, lo que supone un riesgo real que puede comprometer el 
futuro de la especie.  
Por otro lado, las importantes fluctuaciones en el número de individuos y en la relación 
juveniles/adultos podrían comprometer la supervivencia de la especie ya que agravan 
los problemas propios de la distribución fragmentada y el pequeño tamaño de las 
subpoblaciones. 
 
Depredación y plagas 
 
Aunque no se han evidenciado daños importantes, un depredador a tener en cuenta 
podría ser el conejo (Oryctolagus cuniculus), ya que en el área de distribución de la 
especie es muy abundante. La sobrepoblación de conejo podría provocar daños de 
importancia sobre los individuos. Aunque no la consume, si se han observado daños 
por corte de tallos e infrutescencias. 
En cuanto a las plagas, se han observado perforaciones de semillas provocadas por 
Bruchophagus astragali (Martínez-Sánchez et al., 2007), un himenóptero de la Familia 
Eurytomidae. Las hembras de Bruchophagus astragali perforan el fruto y ponen sus 
huevos dentro de la semilla. Días después nacen las larvas que para desarrollarse se 
alimentan del contenido de la semilla. El insecto adulto emerge a través de una 
perforación de la semilla que queda vacía. 
 









Competencia con especies invasoras 
 
La invasión de vinagrillo (Oxalis pes-caprae) observada en algunos campos 
abandonados en donde crece la especie podría suponer una verdadera amenaza 
debido a la competencia con las jóvenes plantas de garbancillo.  
 




La mortalidad de plántulas causada por deficiencia hídrica en el periodo estival es muy 
alta, de modo que entre el 70 y el 100% de las plántulas mueren en su primer verano. 
La sucesión de años muy secos podría ser fatal para el mantenimiento de las 
poblaciones, no sólo por la escasa producción anual de semillas sino también por la 
duración limitada de las semillas en el banco del suelo ya que no se podría regenerar la 




No se conoce la posible incidencia en el pasado reciente de fenómenos catastróficos. 
Es complejo estimar la magnitud de la amenaza por los fenómenos más probables en 
el sureste ibérico, como incendios e inundaciones. No obstante, la fragmentación y 
pequeño tamaño de las poblaciones hacen que la especie sea vulnerable a cualquier 













La recolección incontrolada de plantas o frutos sería extremadamente grave para la 
especie debido a su bajo éxito reproductor y la limitada duración de las semillas en el 
banco edáfico del suelo. 
 
 
Imagen 22. La proporción de flores que se convierten en frutos es muy baja, apenas 



















Modificación de prácticas agrícolas y de uso del suelo 
 
Astragalus nitidiflorus tiene escasa plasticidad ecológica, dependiendo de un hábitat 
en el que se precisa cierto grado de alteración, generalmente ligado a prácticas 
agrícolas y ganaderas tradicionales, lo que hace obligatorio el mantenimiento de 
dichas prácticas.  
 
 
Imagen 24. Cultivo de almendros, representativos del entorno asociado al Garbancillo 
de Tallante. 
 
Por el contrario, una alteración excesiva, como el laboreo intenso, podría causar un 
efecto negativo impidiendo el establecimiento de las plantas. Un pastoreo excesivo 
también puede ser perjudicial, ya que el ramoneo de las plantas produce la pérdida de 
vigor y puede dañar los tallos floríferos y, en consecuencia, disminuir la producción de 
semillas. 
Por otro lado, el abandono de la actividad agrícola compatible con la conservación de 
la especie es una importante amenaza sobre el hábitat de Astragalus nitidiflorus, ya 
que el abandono a medio o largo plazo de las labores parece afectar negativamente a 
la especie, que no progresa o lo hace con suma dificultad en terrenos en los que se 









Imagen 25. Ladera de un cabezo volcánico colonizada por arbustos de baja talla. Estas 
plantas son propias de etapas de sucesión ecológica más avanzada. 
 
En general, cualquier cambio de uso que conlleve la eliminación de prácticas que 
suponen una alteración leve del horizonte superficial afectaría sensiblemente a las 
poblaciones a medio-largo plazo. También se deben considerar amenazas potenciales 
la posible urbanización y la construcción de nuevas vías de comunicación (Carrión et 
al., 2007). 
Visto que Astragalus nitidiflorus puede considerarse una especie propia de las etapas 
de sucesión temprana, el mantenimiento de este hábitat y su manejo compatible 
parece ser el punto crítico para la preservación de la especie.  
 









Imagen 27. Localización de la población de Astragalus nitidiflorus en la Región de 
Murcia (Sánchez et al., 2004). 
 
 
Imagen 28. Distribución de Astragalus nitidiflorus en cuadrícula UTM de 0,25 km 2 
(Dirección General del Medio Natural, 2004).  
 
 




1.2. Los rizobios 
1.2.1. Origen del estudio y taxonomía 
Desde hace más de un siglo se conoce la simbiosis entre unas bacterias del suelo y 
plantas leguminosas. El término rizobio se emplea para denominar a las bacterias que 
se encuentran en el suelo y tienen la capacidad de infectar raíces de plantas 
leguminosas e inducir la formación de nódulos. Este grupo de bacterias Gram-
negativas se engloban en diferentes familias dentro de las α-Proteobacteria (phylum 
Proteobacteria, dominio Bacteria). 
 
Los nódulos que aparecen en las raíces de las leguminosas en presencia de rizobios son 
unos órganos especializados de los tejidos radiculares de la planta para albergar a las 
bacterias fijadoras de N2 (Taiz & Zeiger, 2006). 
 
Inicialmente, los microorganismos capaces de nodular leguminosas se denominar on 
Bacillus radicicola (Beijerinck, 1888), y más tarde se pasó a hablar de Rhizobium con 
una sola especie Rhizobium leguminosarum (Frank, 1889). 
 
Con el paso del tiempo se fueron definiendo nuevas especies de rizobios , al principio 
basándose en criterios de infectividad y fenotípicos y a partir de la década de los 80, en 
criterios moleculares, especialmente en la secuenciación de genes, principalmente del 
gen ribosómico 16S. A partir del 2000 se describieron además nuevos géneros que se 
distribuyeron en diferentes familias (tabla 3). 
 
Recientemente se ha demostrado que la capacidad para inducir la formación de 
nódulos va más allá de las bacterias incluidas en el orden Hyphomicrobiales, ya que se 
ha descubierto la nodulación de algunas leguminosas por miembros de las β-
Proteobacteria. Igualmente hay algunas especies de plantas no leguminosas con 
capacidad para establecer simbiosis con bacterias fijadoras de nitrógeno, como ocurre 
con el género Parasponia. 
 
Como se puede observar en la tabla 3, actualmente exis ten varias especies 
filogenéticamente relacionadas con los rizobios que no nodulan leguminosas, entre 
ellas cabe destacar al género Agrobacterium, reclasificado en el género Rhizobium por 
Young et al. (2001). Pero esta propuesta no ha sido aceptada por todos los 
investigadores y Farrand et al. (2003), con el apoyo de investigadores de distintos 
países, propusieron mantener el género Agrobacterium y rechazaron su inclusión en 
Rhizobium. El argumento para mantener en géneros diferentes las especies de 
Agrobacterium y Rhizobium se basó en primer lugar en la naturaleza polifilética de 
ambos géneros de acuerdo con las evidencias encontradas al analizar las secuencias 
del gen ribosómico 16S. 
 
Se han estudiado varias especies de Leguminosae (Lupinus, Astragalus, Trifolium) en 
U.S.A. que presentan micorrizas V/A con hifas aseptadas, o micorrizas formadas por 





α-Proteobacteria - Orden Hyphomicrobiales  


































































R. alamii * 
R. alkalisoli Caragana 
R. cellulosilyticum * 
R. daejeonense Medicago 
R. etli Phaseolus 
R. fabae Vicia 
R. galegae Galegae 
R. gallicum Phaseolus 
R. giardinii Phaseolus 
R. hainanense Desmodium 
R. huautlense Sesbania 
R. indigoferae Indigofera 
R. larrymooreii * 
R. leguminosarum Pisum 
R. loessense Astragalus 
R. lusitanum Phaseolus 
R. mesosinicum Leguminosas chinas 
R. miluonense Lespedeza 
R. mongolense Medicago 
R. multihospitium Leguminosas chinas 
R. oryzae Oryza 
R. phaseoli Phaseolus 
R. pisi Pisum 
R. radiobacter * 
R. rhizogenes * 
R. rubi * 
R. selenitireducens * 
R. sullae Hedysarum 
R. tibeticum Medicago 
R. tropici Phaseolus 
R. undicola * 
R. vitis * 










E. americanus Acacia 
E. arboris Acacia 
E. fredii Glycine 
E. kostiense Acacia Acacia 
E. kummerowiae Kummerowia 
E. meliloti Medicago 
E. medicae Medicago 
E. morelense * 
E. saheli Acacia 
E. terangae Acacia 
E. xinjiangense Glycine 
E. adhaerens * 
Tabla 2. Clasificación taxonómica de los rizobios: (#: no rizobios con capacidad de nodular en simbiosis con leguminosas; *: especies sin capacidad 





α-Proteobacteria - Orden Hyphomicrobiales  
Familia Género Especie Planta  Hospedadora 
Phyllobacteriaceae Mesorhizobium M. albiziae Albizia 
M. amorphae Amorpha 
M. australianum Biserrula 
M. caraganae  Caragana 
M. chacoense Prosopis 
M. ciceri Cicer 
M. gobiense Leguminosas chinas 
M. huakuii  Astragalus 
M. loti Lotus 
M. mediterraneum Cicer 
M. metallidurans Anthyllis 
M. opportunistum Biserrula 
M. plurifarium Acacia 
M. septentrionale Astragalus 
M. shangrilense Caragana 
M. tarimense Leguminosas chinas 
M. temperatum Astragalus 
M. thiogangeticum * 
M. tianshanense Sophora 
Phyllobacterium P. trifolii # Trifolium 
Nitrobacteriaceae Bradyrhizobium B. betae * 
B. canariense Genisteae 
B. elkanii Glycine 
B. japonicum Glycine 
B. jicamae Pachyrhizus  
B. liaoningenese Glycine 
B. pachyrhizi Pachyrhizus  
B. yuanmingense Lespedeza 
Blastobacter B. denitrificans# Aeschynomene 
Hyphomicrobiaceae  Azorhizobium A. caulinodans Sesbania 
A. doebereinerae Sesbania 
Devosia D. neptuniae # Neptunia 
Brucellaceae Ochrobactrum O. lupini # Lupinus 
O. cytisi # Cytisus 
Methylobacteriaceae Methylobacterium M. nodulans # Crotalaria 
    
β-Proteobacteria - Orden Burkholderiales 
 Burkholderia B. cepacia Dalbergia 
B. mimosarum Mimosa 
B. nodosa Mimosa 
B. phymatum Machaerium 
B. sabiae Mimosa 
B. tuberum Aspalathus 
Cupriavidus  C. taiwanensis Mimosa 
Tabla 2. Continuación - Clasificación taxonómica de los rizobios: (#: no rizobios con capacidad de nodular en simbiosis con leguminosas; *: especies 
sin capacidad de nodulación descrita en los rizobios) (Rivas et al., 2009). 
 





1.2.2. Establecimiento de la relación simbiótica entre la leguminosa y el rizobio 
 
1.2.2.1. Iniciación del nódulo 
 
1.2.2.1.1. Señalización entre la planta y Rhizobium  
 
La simbiosis entre plantas y bacterias con capacidad de fijación de nitrógeno comienza 
con la percepción de la presencia entre ellas en la rizosfera. El establecimiento de la 
simbiosis es un proceso específico, lo que implica que no todas las bacterias capaces 
de inducir nodulación de plantas lo hará con todas las plantas con capacidad de 
nodulación, sino que se han desarrollado especificidades en la interacción, de modo 
que cada especie vegetal sólo nodula con unas determinadas especies bacterianas. 
Además, la base genética del establecimiento de la simbiosis en la bacteria se 
encuentra en el plásmido pSym, lo que implica que su pérdida supone la inoperancia 
del rizobio como nodulador y fijador de nitrógeno (Madigan et al., 2003). 
  
Sustancias de naturaleza flavonoide exudadas por la raíz vegetal como metabolitos 
secundarios son las responsables de la iniciación del proceso, al ser reconocidas por las 
bacterias de la rizosfera, entre las que se encuentran en forma saprofítica los rizobios 
(Stacey, 2007). Estas sustancias activan la transcripción de los genes nod del rizobio, 
que codifica para una proteína (lipo-quitina modificada) llamada señal Nod. Ésta es 
reconocida por la planta y sirve como señal activadora del proceso de transcripción de 
genes responsables de la formación del primordio nodular en los pelos radiculares. La 
capacidad para inducir nodulación en la raíz de la planta viene determinada por la 
presencia de genes nod en la bacteria, y parece ser que sólo en los rizobios existe esta 
capacidad entre todos los procariotas. 
 
Se puede definir como rizosfera a la porción de suelo íntimamente asociada a  las raíces 
de plantas en crecimiento con propiedades físicas, químicas y biológicas diferentes a 
las del resto del suelo y con una estructura extraordinariamente compleja en la que 
inciden gran número de variables y en la que se establecen multitud de relaciones 
biológicas. De hecho, las características físico–químicas de dicha región hacen de ella 
un lugar muy adecuado para el crecimiento de microorganismos (Bazin M.J. y col., 
1990), de los cuales los más abundantes son las bacterias, en gran parte propic iado por 
la presencia de los exudados de la planta ricos, entre otros, en compuestos 
carbonados.  
 
Los factores Nod están compuestos por un esqueleto de N–acetil–D–glucosamina 
unidos por enlaces β–1,4 sintetizado por NodA, NodB y NodC, que presenta una serie 








Señalización entre Rhizobium y la planta: 
  
La mera presencia de los factores Nod en concentraciones del orden 10–12 M es 
suficiente para que en la planta se produzca la deformación de los pelos radiculares 
(Lerouge P. y col., 1990; Heidstra R. y col., 1994) pero se necesitan niveles mayores, del 
orden de 10–7 a 10–9 M para provocar la formación de los pre–canales de infección, la 
división de las células corticales y la inducción de genes implicados en las fases previas 




1.2.2.1.2.  Invasión y formación del canal de infección  
 
La unión de las bacterias a la superficie de la raíz es un paso preliminar muy 
importante que precede a la invasión. Fibrillas de celulosa producidas por la bacteria 
pueden ayudar a enredar al rizobio en la superficie mucilaginosa de la raíz, proceso 
reforzado por la presencia de proteínas dependientes de Ca2+, ricadhesinas, producidas 
por la bacteria (Smith G. y col., 1989). Es por ello que los polisacáridos y proteínas 
producidos por Rhizobium pueden jugar un papel importante en la interacción física 





Imagen 29. Modelo esquemático, mostrando la colonización (A) y la deformación del 














Paralelamente y coincidiendo con la entrada de la bacteria en el pelo radicular, en el 
interior del mismo se produce un trasiego de vesículas que volcarán su contenido en el 
entorno de la bacteria (Brewin N.J., 1991) formando así los primordios del canal de 
infección, estructura a través de la cual las bacterias van a discurrir por la planta hasta 
llegar al nódulo. Las estructuras preinfectivas se inducen por acción de LCOs en 
leguminosas con nódulos indeterminados (van Brussel A.A.N. y col., 1992). La 
formación del dicho “camino” de infección está dirigida por la planta merced a la 
deformación del citoesqueleto que induce una invaginación en la vacuola generando 
los llamados puentes citoplasmáticos (van Brussel A.A.N. y col., 1992) cuya orientación 
comunica unas células con otras y por los cuales irá creciendo la bacteria. A lo largo de 
toda la luz del canal existe una matriz glucoproteica cuyos componentes proceden 
tanto de la planta como de la bacteria (Broughton W.J. y col., 2000). Así, por parte de 
Rhizobium nos encontramos, entre otros, glúcidos cíclicos, lipopolisacárido (LPS), 
fundamental para una correcta infección, succinoglucano y EPS, siendo éste último 
crucial para la iniciación y posterior elongación del canal de infección (Cheng H.P. y 
Walker G.C., 1998).  
 
Imagen 30. Dinámica de formación de un nódulo en la raíz en una leguminosa causado 
por Rhizobium. 
1. Rhizobium libre. 
2. Rhizobium atraído por el pelo radical. 
3. Inicio de la infección por Rhizobium en el pelo radical. 
4. Cayado del pastor (pelos radicales, infectados por Rhizobium).  
5 Y 6. El cordón de infección de Rhizobium invade la matriz de células corticales de la 
leguminosa en la raíz. 
7. Rhizobium se reproduce en células haploides de la raíz y pierde su pared celular se 
sobreproduce auxina. 
8. Resultado se da la hipertrofia radical y aparece el nódulo.  
9. Rhizobium sin pared (Bacteroide) en las células corticales fija nitrógeno.  
10. El nódulo con leghemoglobina fija N2. 




1.2.2.1.3.  Estructura y desarrollo de los nódulos  
 
El desarrollo de un nódulo requiere que las células corticales se desdiferencien para 
formar un primordio nodular y que las bacterias entren en la planta de forma 
controlada. Los rizobios establecen microcolonias o biopelículas en la superficie de las 
raíces, interviniendo en este proceso moléculas como las adhesinas y lectinas. Después 
las bacterias invaden los pelos radicales emergentes provocando su curvatura y dando 
lugar a una típica morfología denominada “cayado de pastor”. Las bacterias quedan 
atrapadas en el hueco de dicha curvatura y provocan la hidrólisis local de las células de 
la pared vegetal y la invaginación de la membrana plasmática. Se forma el llamado 
canal de infección, una estructura tubular por la que penetran, y en la que proliferan, 
los rizobios. El canal de infección avanza hasta alcanzar la base del pelo radical y las 
bacterias son liberadas al espacio intercelular, estableciéndose un nuevo canal de 





Imagen 31. Esquema de las fases iniciales de la formación del nódulo (A): inducción del 
ciclo celular en células del córtex (flecha); (B): progresión y ramificación del canal de 




Se han descrito dos tipos morfológicos de nódulo, el tipo determinado y el 
inderterminado (Stacey, 2007; Sprent, 2005). El primero, que se forma en plantas 
como soja o alubia, se inicia con sucesivas divisiones de las células del córtex radicular 
formando una estructura de nódulo globular con tejido periférico vascular. Los nódulos 
indeterminados son más alargados, debido a que crecen en longitud desde un 














Imagen 32. Morfología de un nódulo indeterminado de Medicado truncatula y de un 




Los simbiosomas de los nódulos indeterminados están ocupados por un único 
bacteroide mientras que los de nódulos determinados pueden contener un número 
variable. Las leguminosas de climatemplado (alfalfa, guisante, haba) desarrollan 
nódulos indeterminados y transportan el N fijado a la parte aérea en forma de amidas, 
mientras que las de clima tropical o subtropical (Lotus, soja, judía) desarrollan nódulos 
















Imagen 33. Tipos de Nódulos: (A) nódulo indeterminado, presente en las tres 
subfamilias, con uno o varios meristemos apicales (M: meristemo, C: córtex,  IC: tejido 
infectado, UC: tejido no infectado, la flecha indica el gradiente decreciente de edad 
dentro del nódulo); (B) nódulo desmodioide (determinado); (C) nódulo 
aeschynomenoide (determinado); (D) nódulo indeterminado (Genisteae); (E) nódulo 




Los nódulos indeterminados se caracterizan por tener un meristemo persistente, se 
originan a partir de primordios establecidos en el córtex interno y son alargados, 
mientras que los determinados se inician en el córtex externo y son esféricos. Existen 
cuatro zonas diferenciadas, zona I (meristemo), zona II (zona de invasión), zona III 
(fijadora de N2) y zona IV (zona senescente). En la zona III, presente en los dos tipos de 
nódulos, es donde se encuentran las células infectadas y también células no infectadas 
(células intersticiales) que tienen una función especial en la asimilación del N. Esta 
zona central está rodeada por un córtex, endodermis y parénquima nodulares. El 
tejido más externo contiene el haz vascular. Los rizobios que log ran infectar las células 
de las raíces se diferencian en bacteroides, en cuyo interior se produce la fijación de 
N2. Los bacteroides se encuentran rodeados de una membrana de origen vegetal 
constituyendo un nuevo compartimento denominado simbiosoma. 
 
El equilibrio en el intercambio de metabolitos entre la planta y el microorganismo 
resulta vital para la simbiosis, de tal forma que, una alteración del mismo producida 
por alguno de los dos miembros de la asociación, llevaría a una acidificación en el 
interior del simbiosoma que conduciría a la activación de las hidrolasas y por lo tanto a 
la muerte del simbiosoma y a la senescencia del nódulo.  
 
 




1.2.3. La fijación biológica de nitrógeno al desarrollo de inoculantes microbianos. 
 
1.2.3.1. Información general sobre la fijación del nitrógeno 
Los seres vivos pueden sintetizar moléculas nitrogenadas a partir de componentes 
nitrogenados como aminoácidos, bases púricas o pirimídicas, del amonio o nitratos, o 
utilizar el nitrógeno elemental (N2), forma abundante en la atmósfera y en el agua 
(Fuentes et al., 2003). 
La fijación del nitrógeno atmosférico es el proceso por el cual el nitrógeno contenido 
en el aire se reduce a amoniaco gracias a factores abióticos (como consecuencia de la 
combustión de compuestos orgánicos, descargas eléctricas…) o biológicos, debida a la 
actuación de distintos microorganismos que lo reducen a través de una enzima 
llamada nitrogenasa para la producción de proteínas. Los microorganismos 
responsables son bacterias y cianobacterias de vida libre en el suelo, eventualmente 
asociados a una planta, o viviendo en simbiosis con la misma. 
 
Imagen 34 .Funcionamiento del complejo de la nitrogenasa (Taiz & Zeiger, 2006). 
El nitrógeno, junto con el agua, es uno de los principales factores limitantes de la 
producción vegetal. Aunque la reserva de nitrógeno molecular (N2) es enorme 
(atmósfera, rocas sedimentarias y primarias, etc.), las únicas formas asimilables por la 
planta son las minerales, NH4
+ y principalmente NO3
-.  
En la naturaleza, sólo un grupo minoritario de procariotas, denominados 
genéricamente diazótrofos, son capaces de reducirlo a NH4
+ a través de un proceso 
conocido como fijación biológica de nitrógeno (FBN), que consiste en romper la unión 
triple de N2. En la FBN es clave la enzima nitrogenasa, responsable de la reducción de 
N2 a NH3, que requiere energía en forma de ATP y poder reductor (Monza y Palacios, 
2204).  
 





La reducción de nitrógeno es un proceso que necesita de una gran cantidad de energía, 
debido principalmente a la dureza del triple enlace que une los 2 átomos de nitrógeno, 
necesitando consigo de un consumo de 16 moléculas de ATP por cada mol de 
nitrógeno reducido, atendiendo a la siguiente fórmula:  
N2 + 8H
++ 8e-+ 16ATP  2NH3 + H2 + 16ADP + 16Pi 
La fijación biológica del nitrógeno es una ventaja para las plantas, que pueden hacer 
uso de ella y permite ganancias muy importantes de nitrógeno en los ecosistemas. 
Existen otras posibilidades de suministro de nitrógeno, pero ésta realiza la 
contribución más importante, particularmente a través de la simbiosis Rhizobium-
leguminosa. 
 
1.2.3.2. El ciclo del nitrógeno y la fijación de N2 atmosférico 
Los seres vivos cuentan con una gran proporción de nitrógeno en su composición 
química, el cual es asimilado por los mismos, y utilizado para formar parte de sus 
estructuras internas. Una vez utilizado por los primeros niveles de las cadenas tróficas, 
son devueltos al suelo, donde los descomponedores lo extraen de la biomasa 
dejándolo en la forma reducida de ión amonio (NH4
+), proceso llamado amonificación; 
que puede ser oxidado a nitrato (nitrificación).  
 
Así parece que se cierra el ciclo biológico esencial, sin embargo el amonio y el nitrato 
son sustancias extremadamente solubles, que son arrastradas fácilmente por la 
escorrentía y la infiltración. Al final todo el nitrógeno atmosférico habría terminado, 
tras su conversión, disuelto en el mar. Los océanos serían ricos en nitrógeno, pero los 
continentes estarían prácticamente desprovistos de él, convertidos en desiertos 
biológicos, si no existieran otros dos procesos, mutuamente simétricos, en los que está 
implicado el nitrógeno atmosférico (N2). Se trata de la fijación de nitrógeno, que 
origina compuestos solubles a partir del N2, y la desnitrificación, una forma de 
respiración anaerobia que devuelve N2 a la atmósfera. De esta manera se mantiene un 












Imagen 35. Ciclo del nitrógeno (MEC, 2008).  
 
Aunque el término fijación normalmente se usa para definir la fijación de N por 
bacterias (fijación biológica), también incluye la fijación por transformaciones no 
biológicas (fijación físico-química) las cuales incluyen las reacciones de tipo 
electroquímico (tormentas eléctricas) y fotoquímico (reacciones entre el ozono y el N2 
atmosférico para la fabricación de amoniaco y ácido nítrico). Pero lo que es más 
importante aún, el término fijación también incluye una fijación antropogénica, es 
decir, la realizada por actividades humanas (producción de energía, producción de 
fertilizantes y cultivos) que produce N “reactivo” (NOX, NHY y Norgánico).  
 
La fijación del N desde el estado gaseoso a la forma orgánica se lleva a cabo 
biológicamente por microorganismos especializados: bacterias (por ejemplo, 
Rhizobium y Frankia) y cianobacterias (algas verdes-azules), que convierten el N2 en 
otras formas químicas (amonio y nitratos) asimilables por las plantas. La fijación la 
realizan por medio de un complejo enzimático conocido bajo el nombre de nitrogenasa 
y es, después de la fotosíntesis, la ruta metabólica más importante para el 
mantenimiento de la vida en la Biosfera. Curiosamente, este proceso crucial sólo 
puede ser llevado a cabo por unos pocos grupos de seres vivos , todos ellos procariotas 








1.2.4. Los rizobios que nodulan con “Astragalus”  
Astragalus es capaz de establecer relaciones simbióticas efectivas con varios géneros y 
especies de rizobios. Se ha observado nodulación en el 5% de las especies (2300) de 
este género. Entre las bacterias que forman nódulos con las especies de este género 
encontramos rizobios de crecimiento rápido y con una variada especificidad, como 
Sinorhizobium huakuii, Rhizobium loessense, Mesorhizobium huakuii, M. australicum, 
M. caraganae, M. opportunistum, M. septentrionale y M. temperatum. 
 
 
1.2.4.1. Características del género Rhizobium 
 
Las bacterias en este género son bacilos que miden 0.5-1 x 1.3-3.0 μm se mueven por 
medio de 1 a 6 flagelos, que pueden ser perítricos o subpolares. Las colonias 
generalmente son blancas o color beige, circulares, cóncavas, semitranslúcidas u 
opacas y mucilaginosas; las colonias miden de 2 a 4 mm de diámetro a los 3 o 5 días de 
incubación en YMA (Levadura Manitol Agar). El crecimiento en medio de carbohidratos 
generalmente está acompañado de reacción ácida y abundante cantidad de 
polisacárido extracelular.  
 
Son químio-organotróficas, utilizando una gran variedad de carbohidratos y ácidos 
orgánicos como fuente de carbono y energía. Algunas cepas requieren biotina, ácido 
nicotínico, pantotenato o tiamina como factores de crecimiento. Hay 13 especies 
definidas: R. leguminosarum, R. etil, R. galagae, R. gallicum, R. giardinii, R. 
hhainanense, R. huautlense, R. indigoferae, R. loessense, R. mongoliense, R. sullae, R. 
tropici, R. yanglingense. 
 
Estas especies nodulan diferentes especies de leguminosas en zonas templadas o 
tropicales. R. giardinii es una rama distantemente relacionada con las otras especies. 
R. galegae y R. huautlense tienen una relación más cercana con las especies de 
Agrobacterium que con las otras especies de Rhizobium. El resto de las especies y 
Agrobacterium rhizogenes forman un grupo. 
 
Estas especies tienen tres copias de los genes ribosomales y los plásmidos simbióticos 
son comunes en ellas. Sin embargo, el plásmido puede integrarse en el cromosoma.  
 
Las especies de Agrobacterium, Rhizobium, y Allorhizobium se entremezclan, además 
de que no se distinguen por características fenotípicas, se ha propuesto combinar los 













1.2.4.1.2. Rhizobium giardini 
 








Especie Rhizobium giardinii 
 
Es una especie que tiene un rápido crecimiento. Las colonias presentan un tamaño de 
2 a 4 mm de diámetro después de 2 a 3 días a 28ºC. Sin embargo, este crecimiento no 
se da en YMA que contenga 2% NaCl. Es resistente al ácido nalidixico y tolera un pH en 
el rango de 4 a 8,5.  
 
Existen dos biovares, R. giardinii biovar giardinii y R. giardinii biovar phaseoli, cada una 
de las cuales tienen una nodulación específica. R giardinii biovar giardinii nodula 
Phaseolus spp., Leucaena leucocephala, y Macroptilium atropurpureum, pero no fija 
nitrógeno con Phaseolus vulgaris. 
 
1.2.5. Importancia de la biodiversidad y estudio de los rizobios 
 
La agronomía está tomando conciencia de los posibles perjuicios de la pérdida de 
biodiversidad y la concentración de especies cultivadas a corto plazo. Se han perdido 
variedades locales adaptadas a un determinado ambiente por la reducción de la 
superficie dedicada a su cultivo hasta su desaparición, en favor de variedades exóticas 
más productivas, que pueden poseer mecanismos de defensa vulnerables fuera de su 
ambiente. 
 
Lo mismo puede ocurrir en las poblaciones microbianas del suelo, condicionadas por el 
conjunto de factores bióticos y abióticos. 
 
Las bacterias formadoras de nódulos en leguminosas forman parte de la comunidad 
microbiana del suelo. No obstante, su presencia en el suelo, su cantidad y su 
diversidad genética son muy variables, sin ser una garantía de una nodulación efectiva 
ni una eficiencia en la fijación de nitrógeno que mejore el estado nutricional de la 
planta (Grange et al., 2007; Alberton et al., 2006). 
La incorporación de rizobios en lugares donde antes no existían ha mostrado 
resultados generalmente positivos (Thies et al., 1991). Un ejemplo es el aumento 
notable del rendimiento del cultivo por la inoculación exitosa de la soja en América 
(Hungria & Vargas, 2000; Campo et al., 2009), Australia (Fettell et al., 1997; Howieson 
& Ballard, 2004) o Europa (Albareda et al., 2008), todos ellos lugares lejanos al origen 
de la soja y carentes de rizobios nativos. 





Sin embargo otros estudios han observado una nodulación baja y errática que hace 
que no sea interesante la práctica de la inoculación del cultivo. No obstante, también 
hay estudios que han demostrado la viabilidad del empleo de microorganismos como 
inoculantes cuando presentan capacidad de adaptación a las condiciones ambientales 
de la zona donde se va a cultivar, en especial si el suelo carece de una población nativa 
de rizobios (Rodríguez Navarro et al., 2000). 
 
En menor medida se ha prestado atención a los estudios de nodulación y de eficiencia 



























1.3. Inoculación para plantas en viveros 
1.3.1. Introducción 
La inoculación es un proceso de diseminar microorganismos adecuados 
proporcionando al suelo, semillas o cultivo una elevada población, que sea capaz de 
multiplicarse en la rizósfera de la plántula. El éxito de la inoculación depende de la 
calidad de inoculante, así, las bacterias introducidas deben tener los requisitos de 
eficiencia, competencia, sobrevivencia y agresividad (Zvietcovich). 
  
La inoculación de plantas se inició utilizando microorganismos fijadores de nitrógeno y 
la industria de producción de inoculantes ha estado siempre estrechamente ligada con 
la investigación en este campo.  
 
Los agricultores conocían desde hace mucho tiempo que mezclar un suelo donde se 
había cultivado una leguminosa, transportando de modo inconsciente al 
microsimbionte, con otro en donde se pretendía cultivar la misma leguminosa 
mejoraba el rendimiento y esta práctica llegó a ser recomendada a los agricultores en 
los EE.UU. en el siglo XIX (Smith, 1992).  
 
La inoculación producen unas ventajas entre ellas se destaca, asegurar la provisión de 
bacterias benéficas para nutrir tempranamente al cultivo y maximizan su producción; 
permiten la sobrevivencia de la bacteria en condiciones reales de campo; la elección a 
tiempo de un método de inoculación permite un uso más eficiente del inoculante, 
debido a que tiene una duración limitada y la posibilidad de sufrir contaminantes 
(Zvietcovich, 2004). 
 
La dosis más favorable de los inoculantes, depende del tipo de aplicación, así pequeñas 
unidades de la bacteria aplicadas de forma adecuada pueden mejorar cultivos de gran 
extensión (Martínez, et al., 2008). Según la FAO, 2001 las poblaciones de 1x102 no 
permiten lograr la debida efectividad de las cepas de Azotobacter y Azospirillum, por 
esta razón estas deben ser extraídas de la fase exponencial de crecimiento en cultivos 
puros y las poblaciones no deben ser menores de 1x108 a 1x109 UFC/g de suelo. 
 
Se conocen varios métodos de inoculación, estos son al suelo y a la semilla. La 
inoculación al suelo se emplea para cualquier tipo de cultivo, aunque preferiblemente 
para semillas que no se pueden impregnar, como es el caso de la caña de azúcar y 
plantas de semillas muy pequeñas, que tienden a aglomerarse. Esta tiene la ventaja de 
introducir una población mayor de bacterias que la inoculación a la semilla, existiendo 
la posibilidad de que la mayoría de ellas sean efectivas. Puede ser líquida o sólida, sin 
embargo, la inoculación líquida al suelo es la más importante, porque al estar la 
bacteria en condiciones húmedas del suelo, aumenta su sobrevivencia siempre que sea 









Para la inoculación líquida al suelo, se usa generalmente agua, que varía en función al 
tamaño de la semilla. Para la inoculación sólida al suelo se puede utilizar materiales 
como compost, vermiculita, humus; no obstante estos presentan costos más altos para 
el agricultor, por esta razón, se puede utilizar suelo nativo para distribuir el inoculante 
sólido (Nitragin, 2002). 
 
El inoculante para el suelo debe ser aplicado antes que la semilla. Si el inoculante es 
colocado en el fondo del surco la cantidad de bacterias disponibles para infectar las 
raicillas se encontrarán en un número mayor, teniendo de esta manera mayor 
posibilidad de cumplir con su cometido (Ventimiglia y Carta, 2005). 
 
Inoculación a la semilla se emplea para semillas de arroz, maíz, sorgo, etc. Este método 
aporta entre 103 y 107 UFC/semilla en dependencia del tamaño de la semilla (Saura, et 
al., 2003).  
 
La importancia de las metodologías de inoculación a la semilla radica, en el contacto de 
la bacteria con la zona de germinación de la semilla, donde se produce el efecto 
rizósfera, en el cual la semilla con la humedad del suelo, se hidrata, la planta activa su 
metabolismo se inicia los cambios bioquímicos (Martínez, et al., 2008). 
 
La inoculación líquida a la semilla, es la metodología más utilizada, por los agricultores. 
Ha sido conocida por su fácil manejo y en muchos casos se ha comprobado que su 
eficacia es equivalente a la turba (Nitragin, 2002). 
 
Para la inoculación líquida, se colocan las semillas durante 10 minutos en el 
inoculantes, para permitir que la semilla se embeba del inoculante (Canto, et al., 
2004). 
 
La inoculación de semillas de leguminosas con cepas seleccionadas de Rhizobium o 
constituye una práctica agronómica con más de 30 años de aplicación. El objetivo de la 
inoculación es lograr una inoculación temprana y una efectiva fijación de N2. Las cepas 
a introducir deben cumplir con dos características: capacidad competitiva frente a los 
rizobios nativos presentes en el suelo y la persistencia en su nuevo ambiente. Este 
último aspecto es importante cuando las cepas son inoculadas a especies de 
leguminosas bianuales o perennes que deben satisfacer las necesidades de nitrógenos 










1.3.2. Estudios de biodiversidad y caracterización de rizobios  
 
Los estudios que analizan la biodiversidad o la caracterización de microorganismos 
beneficiosos para las plantas están generalmente basados en la electroforesis de 
ácidos nucleicos, principalmente del ADN (Peix et al., 2007).  
 
También existen algunos estudios de biodiversidad y caracterización bacteriana 
basados en el ARN, de hecho el ARN de bajo peso molecular (LMW-RNA) es una 
herramienta para la agrupación de aislados (Velázquezet al., 2001a).  
 
El empleo de técnicas basadas en la amplificación del ADN mediante la PCR 
(polymerase chain reaction) se ha generalizado, en gran parte por la facilidad de las 
técnicas y su economía. Entre las técnicas basadas en la PCR, la secuenciación de 
fragmentos de ADN de los microorganismos es apropiada para la identificac ión 
taxonómica, pero no tanto para los estudios de biodiversidad, ya que la secuenciación 
aún es una técnica compleja para un número elevado de aislados (Peix et al., 2007). 
 
Sin embargo, para ello se han desarrollado técnicas que consiguen la agrupación p or 
perfiles similares a nivel de género, especie o subespecie, tras la electroforesis del 
producto de la PCR. Las técnicas DGGE y TGGE (denaturing y temperature gradient gel 
electrophoresis) agrupan aislados cuyo ADN es variable en su contenido de guanina y 
citosina (G+C). Estas técnicas conllevan la desnaturalización del ADN mediante un 
agente desnaturalizante o alta temperatura, en función del contenido de G+C (la doble 
hélice de ADN está más fuertemente unida con mayor contenido de G+C ya que 
establecen tres puentes de hidrógeno en lugar de los dos que ocurren entre timina y 
adenina) (Muyzer, 1999).  
 
Otras técnicas aplican la electroforesis a productos de PCR de fragmentos amplificados 
al azar (RAPD, random amplified polymorphisms DNA) (Di Cello et al., 1997), 
fragmentos del ADN como el gen ribosómico 16S, como la técnica TP-RAPD (Rivas et 
al., 2001) y otras amplificaciones que emplean uno o dos cebadores en la PCR para 
agrupar aislados a nivel intraespecífico (Box-PCR, ERICPCR, rep-PCR; Versalovic et al., 
1994; Hulton et al., 1991). La aplicación de estas técnicas se basa en las condiciones de 
la PCR y en la secuencia de los cebadores iniciadores de la polimerasa. 
 
Otros estudios de poblaciones microbianas realizan una digestión del producto de PCR 
con enzimas de restricción (RFLP, restriction framgent length polymorphism) y su 
posterior electroforesis, que es aplicable a eucariotas (Osborn et al., 2000).  
 
La técnica ARDRA (amplified ribosomal DNA restriction analysis) se ha mostrado útil 
para la clasificación de grupos de aislados a nivel de especie (Heyndrickx et al., 1996).  
 
Otros estudios han reflejado la utilidad del ADN plasmídico (Hartmann & Amarger, 
1991), proteínas (SDS-PAGE, Lowry et al., 1951) o lipopolisacáridos (Tsai & Frasch, 
1982), aunque están menos extendidos porque las técnicas basadas en el ADN se han 
extendido más los últimos años.  
 




El Subcomité de taxonomía de Rhizobium (incluido en el Comité Internacional de 
Sistemática de Procariotas, ICSP) explica las consideraciones generales que hay que 
seguir para la descripción de rizobios, entre las que incluyen que hay que disponer de 
tres cepas al menos para la descripción de un nuevo taxón. En la descripción de nuevas 
especies es obligatoria la secuenciación del gen ribosómico 16S junto a ot ras técnicas 
basadas en la PCR como RAPD, RFLP, AFLP (amplification fragment length 
polymorhisms) o la secuenciación parcial del genoma bacteriano. El número de 
marcadores moleculares precisados para la descripción taxonómica de las cepas ha de 
ser adecuado para el nivel taxonómico que se busca. El subcomité propone igualmente 
el análisis de varias secuencias de genes implicados en el metabolismo celular 
denominados housekeeping, lo que se conoce como MLST (Multilocus sequence 
typing). 
 
En relación a los análisis de las características fenotípicas de los aislados, se considera 
importante desde el punto de vista del interés ecológico y evolutivo conocer el rango 
de leguminosas con capacidad para formar nódulos con el rizobio. También su 
crecimiento a distintas temperaturas, valores de pH, y su capacidad de crecimiento en 
medios con diferentes fuentes de C y de N. La resistencia a antibióticos es un estudio 
común en las descripciones de rizobios y en su caracterización. Cuando se trata de 
describir una nueva especie, además se considera de gran interés la hibridación o 
reasociación ADN-ADN para estimar los valores de la complementariedad del genoma.  
 
Los estudios que se han llevado a cabo para la caracterización de la biodiversidad de 
aislados de rizobios van en muchos casos paralelos a estudios de su infectividad y 
eficiencia de fijación de N en simbiosis con la planta hospedadora propia del aislado.  
 
1.3.2.1. Marcadores moleculares: inter simple sequence repeats (ISSRs)  
Los ISSRs son marcadores semiarbitrarios amplificados por la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) a partir de la presencia de un oligonucleótido o primer 
complementario a un microsatélite, diseñado para unirse a los motivos repetidos de di 
y trinucleótidos (evitando los mononucleótidos presentes en el cloroplasto). Los 
primeros de ISSRs incluyen un motivo repetido y un par de bases arbitrario en el 
extremo 3’, utilizando un primer a la vez por reacción de amplificación. El nucleótido 
adicional del extremo 3’ permite la amplificación sólo si el primer se une al extremo 5’ 
de un microsatélite; la polimerasa elongará el primer si el nucleótido extra se acopla 
con el primero del microsatélite. Cuando dos secuencias repetidas se presentan dentro 
de una distancia amplificable y con una orientación invertida, el decanucleótido 
complementario puede inducir la amplificación del segmento de DNA intermedio. La 
molécula generada, con un tamaño particular (peso molecular), se considera un 
“locus”, que representa el segmento de DNA entre los microsatél ites. Al analizar 
electroforéticamente una muestra se genera un patrón característico de productos de 
PCR de un individuo que se considera una “huella digital genética”. El polimorfismo 
entre individuo de la misma población puede detectarse, ya que el anál isis es sensible 




a la presencia/ausencia del elemento genómico reconocido por el primer y a la 
longitud de la secuencia intermedia amplificada (Zietkiewicz et al., 1994). 
Las bandas de ISSRs son consideradas marcadores dominantes, en los que el locus se 
considera dialélico: cada individuo con banda puede ser tanto heterócigo como 
homócigo dominante, mientras que la ausencia de esa misma banda en otro individuo 
representa el genotipo homócigo recesivo. 
 
Imagen 36. PCR de los ISSRs: representación esquemática de un solo primer (AG)8 
anclado en la terminación 3´con dos nucleótidos (NN), alineado en regiones específicas 
del ADN templado produciendo bandas claras. 
La ausencia de una banda puede deberse a varios factores: 
1) La no existencia de un sitio de unión completo debido a una mutación.  
2) Rearreglos estructurales en el cromosoma durante la meiosis. 
3) Inserciones o deleciones lo suficientemente grandes como para aumentar o 
disminuir el tamaño de la banda, lo que dificulta identificarlas como un locus separado. 
Las ventajas que nos ofrece esta técnica se centran principalmente en la alta variación 
que detecta, así como en su reproducibilidad, dada principalmente a las altas 
temperaturas de alineación de la PCR. Además, para diseñar los primeros no es 
necesario conocer secuencias del genoma del organismo en estudio, por lo que se ha 
utilizado ampliamente en estudios de variación genética entre individuos muy 
cercanos y en la identificación de variantes con importancia agrícola (Nagaoka y 
Ogihara, 1997). 
Las desventajas que presentan éste tipo de marcadores genéticos son dos 
principalmente. La primera se refiere a la seguridad que se pueda tener con respecto a 
si las bandas del mismo tamaño molecular presentes en varios individuos son 
homólogas, y la segunda se relaciona con la información incompleta que arrojan dichos 
marcadores dada la naturaleza dominante, ya que los heterócigos no pueden ser 
distinguidos. 




1.3.2.1.1. Fundamento de la PCR. 
La Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una técnica "in vitro" que imita la 
habilidad natural de la célula de duplicar el ADN. 
Se trata de una técnica usada para crear un gran número de copias de un segmento de 
ADN, que utiliza ciclos de desnaturalización, apareamiento con cebadores y extensión 
por una ADN polimerasa termoresistente. 
Hasta la década de 1980, el único método para obtener grandes cantidades de un 
fragmento de ADN era clonándolo en vectores adecuados e introduciéndolo y 
multiplicándolo en bacterias. En el año 1985, un investigador norteamericano, Kary 
Mullis (acreedor del Premio Nobel en Química 1993 por este aporte), desarrolló un 
método que permite, a partir de una muestra muy pequeña de ADN, obtener millones 
de copias de ADN in vitro, en unas pocas horas y sin necesidad de usar células vivas. 
Esta técnica, llamada reacción en cadena de la polimerasa (PCR), requiere conocer la 
secuencia de nucleótidos de los extremos del fragmento que se quiere amplificar. 
Estas secuencias se usan para diseñar dos oligonucleótidos sintéticos de ADN 
complementarios a una porción de cada una de las dos cadenas de la doble hélice. 
1. La mezcla de reacción contiene la secuencia de DNA que se quiere amplificar, dos 
oligonucleótidos sintéticos (P1 y P2) que servirán como cebadores, una DNA 
polimerasa termoestable (Taq) y los cuatro desoxirribonucleótidos trifosfato –dATP, 
dGTP, dCTP y dTTP–. 
 
 
Imagen 37. Fases de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 





La mezcla de reacción se somete a ciclos sucesivos, cada uno correspondiente a una 
fase de desnaturalización, una de hibridación o alineación y una de elongación. 
a) Durante la desnaturalización, que se realiza por calentamiento de la mezcla a 95ºC, 
se separan las dos cadenas del ADN molde. 
b) Durante la hibridación, la temperatura de incubación se reduce para permitir el 
apareamiento de las bases de ambos cebadores en el sitio donde encuentran una 
secuencia complementaria.  
c) Durante la fase de elongación, la mezcla se calienta a 72ºC y la enzima Taq ADN 
polimerasa se usa para replicar las hebras de DNA. La Taq polimerasa comienza el 
proceso de extensión de la cadena complementaria a partir del extremo 3’ de los 
cebadores. Al finalizar cada ciclo, la cantidad de ADN molde disponible para el ciclo 
siguiente aumenta al doble.  
Entre muchas de las aplicaciones que la PCR pone a disposición se encuentran la 
detección precoz o prenatal de enfermedades genéticas, la detección de infecciones 
virales latentes o la producción de grandes cantidades de fragmentos de ADN humano 
a una velocidad muy superior a la posible mediante otros métodos. Esta técnica 
también se aplica para estudios de identidad y filiación. 
 
1.3.2.2. Secuenciación del ARNr  16S 
El ARN ribosómico (ARNr) 16S es la macromolécula más ampliamente utilizada en 
estudios de filogenia y taxonomía bacterianas. Su aplicación como cronómetro 
molecular fue propuesta por Carl Woese (Universidad de Illinois) a principios de la 
década de 1970. Los estudios de Woese originaron la división de los procariotas en dos 
grupos o reinos: Eubacteria y Archaeobacteria. Además, permitieron establecer las 
divisiones mayoritarias y subdivisiones dentro de ambos reinos. 
Posteriormente, Woese introdujo el término dominio para sustituir al reino como 
categoría taxonómica de rango superior, y distribuyó a los organismos celulares en tres 
dominios: Bacteria, Archaea y Eukarya, el último de los cuales engloba a todos los 
seres eucariotas. Desde entonces, el análisis de los ARNr 16S se ha utilizado 
ampliamente para establecer las relaciones filogenéticas dentro del mundo procariota, 
causando un profundo impacto en nuestra visión de la evolución y, como 
consecuencia, en la clasificación e identificación bacteriana.  
 




Los ARNr 16S pueden caracterizarse en términos de secuencia parcial, mediante el 
método de catalogación de oligonucleótidos, utilizado en los estudios pioneros de 
Woese. Siguiendo esta técnica, el ARNr 16S marcado in vivo, y purificado, se trata con 
la enzima ribonucleasa T1. Los fragmentos generados se separan, determinándose 
posteriormente la secuencia de todos aquellos que incluyan al menos seis nuc leótidos 
(nt). A continuación, las secuencias de la colección de fragmentos correspondientes a 
diferentes bacterias se alinean y comparan, utilizando programas informáticos, para 
calcular finalmente los coeficientes de asociación. 
Una vez determinada la secuencia de nucleótidos y establecidas las comparaciones, 
será el grado de similitud entre las secuencias de los ADNr 16S de dos bacterias lo que 
indique su relación evolutiva. Además, el análisis comparativo de secuencias permite 
construir árboles filogenéticos, que reflejan gráficamente la genealogía molecular de la 
bacteria, mostrando su posición evolutiva en el contexto de los organismos 
comparados. 
Hay que tener en cuenta, no obstante, que es la comparación de genomas completos, 
y no la comparación de los ADNr 16S, la que aporta una indicación exacta de las 
relaciones evolutivas. En su ausencia, la especie bacteriana se define, en taxonomía, 
como el conjunto de cepas que comparten una similitud del 70% o más, en 
experimentos de reasociación ADN-ADN. Stackebrandt y Goebel demostraron que 
cepas con este nivel de relación presentan típicamente una identidad del 97% o más 
entre sus genes ARNr 16S. Así, cepas con menos del 97% de identidad en las 
secuencias de sus ADNr 16S es improbable que lleguen a estar relacionadas a nivel de 
especie. Sin embargo, existen cepas que comparten una similitud inferior al 50% en 
experimentos de reasociación, y son por tanto clasificadas en especies diferentes, pero 
presentan una identidad del 99-100% a nivel de ADNr 16S. Por ello, en taxonomía, 
actualmente se recomienda la identificación polifásica, que utiliza criterios fenotípicos 
junto con datos de secuenciación. 
La secuenciación del ADNr 16S constituye un método rápido y eficaz de identificación 
bacteriana, del cual puede beneficiarse la microbiología clínica, al igual que otras 
ramas de la microbiología. A medida que los recursos técnicos aumentan, el precio se 
hace más competitivo, por lo que probablemente su utilización para la identificación 
sistemática de bacterias patógenas será sólo cuestión de tiempo.  
El método molecular de identificación bacteriana mediante secuenciación del ADNr 
16S incluye tres etapas: a) amplificación del gen a partir de la muestra apropiada; b) 









Imagen 38. Etapas a seguir en el proceso de identificación bacteriana mediante 
secuenciación del ADNr 16S. 
 
Amplificación 
La amplificación del ADNr 16S se consigue en un termociclador, gracias a la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR). Como sustrato se utiliza normalmente ADN purificado a 
partir de un cultivo puro del agente patógeno. Alternativamente, el ADN podrá 
obtenerse directamente de la muestra clínica, en el caso de bacterias fastidiosas o no 
cultivables, cuando aquella proceda de órganos o tejidos normalmente estériles. Para 
la extracción del ADN bacteriano existen protocolos generales, pero pueden requerirse 
modificaciones.. Además, la amplificación también puede conseguirse directamente a 
partir de una colonia aislada o un cultivo líquido de la bacteria de interés, o incluso a 
partir de una muestra clínica, simplificando significativamente la identificación, al 
evitar el laborioso proceso de extracción del ADN. 
 
 





Cuando se pretende amplificar el ADNr 16S prácticamente completo, se utilizan 
iniciadores diseñados en base a secuencias conservadas próximas a los extremos 59 y 
39 del gen, que originan amplicones de 1.500 pb. Se ha demostrado que una 
identificación precisa no siempre requiere la amplificación, y posterior secuenciación, 
del ADNr 16S completo. En estas circunstancias se utilizarán oligonucleótidos que 
permitan la amplificación de fragmentos de menor tamaño, preferentemente las 500 
pb correspondientes al extremo 59 del gen.  Antes de pasar a la siguiente etapa es 
conveniente comprobar el producto mediante electroforesis en gel de agarosa, para 
asegurar la presencia de un único fragmento, amplicón, del tamaño adecuado.  
 
Imagen 39. El operón ribosómico (rrn).  
 
A) Representación esquemática del operón, donde se muestran los genes estructurales 
de los tres tipos de ARNr ( rrs , rrl y rrf ), los promotores P1 y P2, y las regiones 
intergénicas (IG).  
B) Estrategia de amplificación del gen rrs (ADNr 16S). Se indica la posición de los 
iniciadores I1 (directo), I2 e I3 (reversos) utilizados para la amplificación (y posterior 
secuenciación) del gen completo (I1-I3; amplicón de 1500 pb, aproximadamente) o de 
un fragmento menor (11-I2; 500 pb correspondientes al extremo 5 9 del gen; ver 
explicación en el texto). 
C) Visualización de ambos fragmentos por electroforesis en gel de agarosa. 
 
Secuenciación del amplicón 
En esta etapa se llevan a cabo las reacciones de secuenciación y el análisis de los 
productos por electroforesis. Actualmente, se emplea la secuenciación cíclica, en una 
reacción similar a la de amplificación, que utiliza un único iniciador por reacción y 
terminadores marcados con fluorocromos adecuados, que interrumpirán la síntesis de 
manera aleatoria, y facilitarán la detección posterior de los fragmentos interrumpidos.  




La disponibilidad de secuenciadores automáticos facilita enormemente la etapa de 
detección. El número de bases generadas por un secuenciador automático es de 500 a 
900, dependiendo del capilar utilizado en la electroforesis. Por ello, para la 
secuenciación de las dos cadenas del ADNr 16S completo, serán necesarios de 8 a 4 
iniciadores, dos de los cuales podrán ser los mismos utilizados en la amplificación. Sin 
embargo, la secuencia obtenida podrá contener errores y/o presentar posiciones 
ambiguas (indicadas por N). Por ello, la obtención de la secuencia definitiva requiere la 
evaluación de los electroferogramas y la alineación de la cadena directa con la reversa, 
para resolver las posibles discrepancias. Así, aunque la secuenciación de una cadena 
del amplicón puede conducir a una correcta identificación, la calidad de la secuencia 
será óptima cuando la comparación de ambas cadenas se utiliza para la corrección de 
errores. 
Generalmente, la secuencia de 500 bases será suficiente para la correcta identificación 
de un aislado clínico, necesitándose únicamente 2 iniciadores. En cualquier caso, la 
secuenciación de las dos cadenas del ADNr 16S completo será necesaria a la hora de 
identificar nuevos patógenos.  
 
Análisis de la secuencia 
La última etapa será la comparación de la secuencia del ADNr 16S con las depositadas 
en bases de datos. Actualmente existen distintas bases de datos, algunas públicas, 
cuyo acceso es libre a través de internet, como GenBank NCBI (National Center for 
Biotechnology Information), EMBL (European Molecular Biology Laboratory), RDP 
(Ribosomal Database Project), RIDOM (Ribosomal Differentiation of Medical 
Microorganisms), y otras privadas, como MicroSeq (Applied Biosystems) y SmartGene 
IDNS (Integrated Database Network System).  
Finalmente, se podrá construir un árbol filogenético, que refleja, de forma 































1.3.3. Marco legal  y comercialización de los inoculantes en el mundo 
 
El control de calidad y la regulación de los inoculantes varían entre países. De esta 
forma, en los EE.UU. o en el Reino Unido este control lo ejerce el fabricante, en otros 
países se lleva a cabo mediante una organización a la que se adhieren voluntariamente 
los fabricantes, como Sudáfrica o Australia, o está regulado mediante una institución 
gubernamental, como en Uruguay o Brasil. Sin embargo, la legislación desfavorable 
para las patentes de Latinoamérica, por ejemplo la de Brasil o la de México, tiene 
como consecuencia una inversión privada reducida en investigación y desarrollo de  
nuevos productos, con lo que la financiación de la investigación está en el sector 
público (Hungria et al., 2005). 
 
También existen diferencias nacionales en la política de recomendación de cepas para 
la inoculación. En los EE.UU. cada compañía determina las cepas que empleará en sus 
productos, mientras que en Mercosur (Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay) los 
inoculantes deben contener las cepas recomendadas por organismos públicos 
compententes en esa materia. 
 
El mercado global de los inoculantes se puede dividir en dos sectores (Phillips, 2004). 
En primer lugar está el sector comercial desarrollado de América, Europa y Australia, 
dominado por pocos fabricantes, con gran calidad de los inoculantes, que responden a 
los controles de calidad legislativos o no legislativos de estos países, con gran 
competencia que presiona a los fabricantes hacia la mejora de la calidad y 
competitividad (Bullard et al., 2005; Catroux et al., 2001; Lupwayi et al., 2000). En 
contraste, el sector de los inoculantes para leguminosas en Asia y Africa es menos 
sofisticado y más fragmentado, con elevada variabilidad en calidad en los inoculantes y 
más fabricantes (Lupwayi et al., 2000). 
 
Los retos de los mercados desarrollados de inoculantes son el desarrollo de nuevas 
tecnologías y productos a nivel de la industria y refinar las prácticas de inoculación a 
nivel del agricultor, mientras que para el mercado afroasiático los retos están basa dos 
en la calidad y en la distribución, extendiendo más su empleo. Por ejemplo, Vietnam 
produce anualmente alrededor de 700000 ha de leguminosas sin inoculación y a las 
que se les añaden 50-150 kg N ha-1 en forma de fertilizantes (Herridge, 2005). 
 
No obstante, a nivel internacional sería interesante la liberalización de los mercados y 
en especial el desarrollo de entidades o asociaciones a nivel internacional que 
delimiten unos estándares de producción y calidad que homogenicen y estandaricen 
las normas de producción y calidad de los inoculantes (Philips, 2004), para conseguir 












1.3.4. Marco legal de los inoculantes en España 
 
En España no existen plantas fabricantes de inoculantes a nivel industrial, y hasta los 
años 90 del siglo XX se venían elaborando lotes reducidos para cubrir una demanda 
muy baja en el Centro IFAPA Las Torres-Tomejil (Alcalá del Río, España) (Rodríguez-
Navarro et al., 2009). 
 
La legislación española no establece listas de microorganismos admitidos para su 
empleo como inoculantes ni define el control de calidad de los inoculantes 
comercializados en España. El Real Decreto 824/2005 (España, 2005) sobre productos 
fertilizantes desarrolla directivas europeas y amplia la legislación nacional sobre estos 
productos, sin mencionar el término microorganismo en ningún apartado, al igual que 
sus modificaciones posteriores con el Real Decreto 1769/2007 (España, 2008a) ni con 
la Orden APA/863/2008 (España, 2008b); ambas están en revisión desde el  2011. 
 
La Ley 43/2002 de sanidad vegetal (España, 2002) tampoco recoge el empleo de 
microorganismos como inoculantes, aunque en este caso ampara el empleo de 
microorganismos considerándolos sustancias activas (las sustancias o 
microorganismos, incluidos los virus, que ejerzan una acción general o específica 
contra las plagas o en vegetales, partes de vegetales o productos vegetales) para el 
control biológico. 
 
No obstante, la Directiva 1991/414/CEE del Consejo (Consejo de las Comunidades  
Europeas, 1991) que regulaba la comercialización de productos fitosanitarios fue 
modificada posteriormente por la Directiva 2001/36/CE de la Comisión (Comisión de 
las Comunidades Europeas, 2001) incluyendo nuevos apartados en los que se regulan 
los productos fitosanitarios cuya sustancia activa sea a base de microorganismos, por 
tanto sólo esta directiva recoge la regulación de los productos fitosanitarios a base de 
microorganismos, principalmente orientando los requisitos legislados en materia de 
sanidad. La Directiva 2009/128/CE (Parlamento Europeo y Consejo, 2009) establece el 
marco de la actuación comunitaria para conseguir un uso sostenible de los plaguicidas, 
sin que mencione tampoco ningún aspecto relacionado con microorganismos. 
 
En España, el Ministerio de Medio Ambiente, Rural y Marino de España (MARM) 
mantiene el Registro de Productos Fitosanitarios (Ministerio de Medio Ambiente, Rural 
y Marino, 2007) y existe una serie de sustancias activas reconocidas y registradas como 
fitosanitarios (Sustancias activas de Productos Fitosanitarios) aceptadas, excluidas y en 
revisión comunitaria a 22 de marzo de 2010. En estas listas aparecen microorganismos 
reconocidos como bioinsecticidas o fungicidas, como Bacillus thuringiensis, 
Pseudomonas, Trichoderma o Streptomyces, así como una lista de sustancias activas en 
fase de evaluación, entre las que aparecen también Pseudomonas sp. y Trichoderma 
sp. con acción fungicida. También el MARM presenta el registro de OCB (organismos 
de control biológico, que sólo contempla macroorganismos) y OMDF (otros medios de 
defensa fitosanitaria), quecontempla bacterias como Azotobacter y hongos 
micorrícicos (Ministerio de Medio Ambiente, Rural y Marino, 2007a; 2007b).  
 




Por lo tanto, en la actualidad no existe un registro oficial donde aparezcan los 
inoculantes comercializados en España, aunque es posible que muy pronto exista una 
normativa que regule los productos que en la actualidad están apareciendo y 
difícilmente encajan en las clasificaciones establecidas por el MARM, como es el caso 
de Azotobacter fijadora de N en Otros Medios de Defensa Fitosanitaria. 
 
1.3.5.  Tendencias en la investigación y el desarrollo de inoculantes  
 
El Centro para los Estudios de Rhizobium (CRS, Perth, Australia) ha llevado a cabo 
durante años la selección de cepas orientadas al desarrollo de inoculantes en Australia, 
con un programa de selección de cepas descrito por Howieson et al. (2000) en cuatro 
fases: 
 
• Fase 1: Colección de germoplasma de la población de rizobios del suelo y su 
mantenimiento como liófilos 
• Fase 2: Experimentos en invernadero para validar la infectividad y eficiencia de 
fijación de N de los aislados 
• Fase 3: Valuación de las cepas de élite a partir de la fase 2 en experimentos de 
campo en 2-3 años, así como evaluación de su supervivencia en ausencia de la 
planta hospedadora 
• Fase 4: Experimentos por entidades independientes en un amplio rango de 
ambientes para la confirmación de la fase 3 
 
Este planteamiento sirvió al CRS para la selección de cepas efectivas para Pisum, Lens, 
Vicia y Lathyrus. Este programa busca las características más favorables para estos 
cultivos en las condiciones edafoclimáticas locales. 
 
Las propiedades no evaluadas de forma rutinaria en esta programación son la aptitud 
de las cepas para entrar en un proceso de fabricación automatizado, su estabilidad 
genética, vida útil del inoculante, supervivencia en la semilla y compatibilidad con 
productos fitosanitarios. 
 
La experiencia australiana ha demostrado que prácticamente todas las cepas son aptas 
para su industrialización. La estabilidad genética es otro reto más complejo para la 
investigación en inoculantes. Al menos 19 cepas de inoculantes han variado desde que 
fueron identificadas o descritas en relación a sus características fenotípicas o 
simbióticas (McInnes et al., 2005). 
 
La supervivencia en la semilla tras la inoculación ha sido un importante objetivo de las 
investigaciones recientes, por la variación en las tasas de supervivencia (por ejemplo el 
89% en semilla con Mesorhizobium loti; Lowther & Patrick, 1995), ya que el 
establecimiento de las plantas y la nodulación es proporcional a la tasa de 
supervivencia del inoculante en la semilla. 
 
 




La cuestión planteada por Herridge (2005) para afrontar el futuro en el desarrollo de 
inoculantes, tiene las siguientes posibles respuestas: 
 
 Un programa nacional de desarrollo de inoculantes con financiación adecuada, 
potencialmente externa (FAO o Banco Mundial) 
 Una persona o equipo investigador que lidere los programas de investigación y 
desarrollo, como ha ocurrido en Australia con J.M. Vincent, J. Brockwell, y R.J. 
 Roughley, en Brasil con J. Döbereiner y J.R. Jardim Freire y en los EE.UU. con J.  
Burton. 
 Entrenamiento en las técnicas de producción y control de calidad de 
inoculantes. 
 Investigación y desarrollo en cepas para inoculación, soportes, métodos de 
producción y de aplicación de inoculantes. 
 Programa amplio y duradero para la divulgación y demostración de resultados 
de la inoculación y sus efectos en la agricultura. 
 Un sector privado decidido e involucrado en el mercado de los inoculantes, lo 








































El redescubrimiento en 2004 de una pequeña población de Astragalus nitidiflorus 
entorno al Lugar de Interés Comunitario “Cabezos del Pericón”, única población 
conocida a nivel mundial, y su posterior inclusión en el Catálogo Nacional de Especies 
Amenazadas en la categoría de “en peligro de extinción” (Orden MAM/2231/2005, de 
27 de junio) exigía la inminente redacción de un Plan de Recuperación, en el que se 
definiesen las medidas necesarias para eliminar tal peligro de extinción, siendo por 
consiguiente prioritarias las líneas de investigación que tuviesen esta especie por 
objeto.  
 
Tras su redescubrimiento, el grupo de investigación de Hortofloricultura Mediterránea 
de la Universidad Politécnica de Cartagena lleva estudiando la biología y ecología de 
esta especie en colaboración con la Dirección General de Medio Ambiente  de la 
Comunidad Autónoma de la Región de Murcia. 
 
Debido que el escaso reclutamiento de nuevos individuos condiciona la supervivencia 
de la población, han sido necesarios estudios sobre el éxito reproductivo de la especie 
así como de los factores bióticos y abióticos que condicionan el establecimiento de 
nuevos individuos. Factores bióticos como la nodulación de las plantas con bacterias 
del género Rhizobium podían favorecer el reclutamiento de jóvenes plántulas. De 
hecho, se observaron la presencia de nódulos radiculares en las plantas de esta 
especie, que si bien los rizobios se adscriben sin dificultad al género Rhizobium sp., no 
parecían pertenecer a la típica especie R. leguminosarum sino más bien a R. giardinii, 
una especie que no había sido descrita en la nodulación de A. nitidiflorus, ni siquiera en 
el género Astragalus (Wei et al., 2003).  
Aparte de la conservación de semillas de Astragalus nitidiflorus en los bancos de 
germoplasma de la UPCT y del Centro Regional de la Diversidad Biológica de la 
Comunidad Autónoma de la Región de Murcia situado en el Valle, se contemplaron la 
introducción de ejemplares en zonas con características medioambientales simi lares y 
que pudieran estar protegidos de cualquier tipo de actuación antrópica que pudiese 
poner en peligro la supervivencia de la población introducida. 
En junio del 2012 fue concedido un proyecto LIFE + de “Conservación de Astragalus 
nitidiflorus en su hábitat potencial en la Región de Murcia”. Los objetivos específicos 
que pretenden conseguir tras la realización de este proyecto son: disminuir las 
amenazas que afectan a la población de A. nitidiflorus; promover técnicas 
demostrativas de cultivo de A. nitidiflorus en vivero; mejorar el acopio genético y la 
conectividad entre las poblaciones; incrementar y reforzar las poblaciones existentes; 
sensibilizar y concienciar a la población sobre la importancia de la conservación y el 










Debido a lo mencionado anteriormente, el presente estudio se realizó con el objetivo 
global de llevar a cabo una selección de rizobios de Rhizobium giardinii autóctonos del 
“Cabezos del Pericón”, con capacidad para nodular y fijar N2 atmosférico en simbiosis 
con el Garbancillo de Tallante (Astragalus nitidiflorus). La selección de estos aislados 
estuvo basada en su aptitud como potenciales cepas de rizobios empleadas en la 
fabricación de inoculantes. Para cumplir este objetivo general se establecieron los 
siguientes objetivos concretos: 
 
1) Aislamiento de las bacterias de los nódulos de Astragalus nitidiflorus: los 
nódulos recolectados serán esterilizados y machacados, siendo el contenido 
cultivado en colonias aisladas mediante técnicas microbiológicas estériles.  
 
2) Determinación de la identidad de los microbios mediante caracterización 
molecular: la identificación será llevada a cabo utilizando secuenciación 16S y 
siguiendo con el secuenciado del nodA y el nodC mediante técnicas de 
aislamiento de ADN, PCR, electroforesis y bioinformática. 
 
3) Autentificación de esos microbios como rizobios formadores de colonias: los 
aislados del punto 1 serán re-inoculados en plántulas de Astragalus nitidiflorus 
creciendo en condiciones estériles de laboratorio. El objetivo es demostrar que 
esos aislados son capaces de formar nódulos en la planta huésped. 
 
4) Optimización del protocolo de inoculación en vivero para mejorar el desarrollo y 
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3.1. Material vegetal 
 
La obtención de rizobios con capacidad para nodular Astragalus nitidiflorus se llevó a 
cabo a partir de la recolección de semillas en Los Lorenzales, en el término municipal 
de Cartagena; y posteriormente cultivadas en el vivero de la Escuela Técnica Superior 
Ingeniería Agronómica de la Universidad Politécnica de Cartagena. 
En este ensayo se ha seleccionado de forma aleatoria dos individuos de Astragalus 
nitidiflorus perteneciente de semillas del hábitat mencionado anteriormente.  
Los Lorenzales se encuentra localizado en las coordenadas geográficas de latitud  37º 
40´25” N y longitud 1º 8´34” W, que corresponde con las coordenadas UTM de latitud  
663795 y longitud 4171215.  
 
Imagen 42. Distribución geográfica de la población de estudio. 
 
3.2. Método 
A continuación se procede a describir la metodología utilizada durante el estudio para 
el aislamiento de los nódulos, la identificación de rizobios y la inoculación de 
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Para aislar las bacterias del género Rhizobium, contenidas en los nódulos de las raíces 
de las dos plantas de estudio se ha extraído 10 nódulos de cada planta. Posteriormente 
se ha realizado la limpieza y desinfección de las raíces de las plantas de estudio y de los 
nódulos.     
 
3.2.1.1. Desinfección de nódulos 
Se ha efectuado la limpieza y lavado de la parte radicular con agua teniendo especial 
cuidado con los nódulos, ya que pueden escindirse fácilmente de la planta.  
  
Imagen 43. (Der.) Planta de Astragalus nitidiflorus, (Med.) Limpieza de la parte 
radicular de la planta, (Izq.) Desinfección de los nódulos. 
 
Consecutivamente se comenzó con la desinfección de los nódulos, sumergiéndolos 
durante 1 minuto en alcohol al 70%, a continuación se sumergieron durante 4 minutos 
en una disolución de hipoclorito de sodio (NaClO) al 2% e inmediatamente se 
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Imagen 44. Nódulos de Astragalus nitidiflorus desinfectados. 
 
 
3.2.1.2. Crecimiento de colonias en medio EL-MARC 
 
Una vez que los nódulos se encontraron desinfectados, se procedió a la siembra de 
bacterias en placas petri con un medio de agar, con unas características idóneas para 
el crecimiento de Rhizobium.  
El medio de cultivo utilizado fue Medio de cultivo El-MARC (Extracto de Levadura-
Manitol-Agar-Rojo Congo), tiene la siguiente composición para la preparación de 1 
litro: 15 g de Agar, 1 g de Manitol, 4 g Extracto de Levadura, 0,5 g K2PHO4, 0,2 g MgSO4, 
0,1 g NaCl, 10 ml Rojo Congo (81 g / 400 ml H2O destilada), enrasamos hasta 1 l con 
agua destilada, y el pH final de 6,8± 0,2. 
Antes de realizar la siembra por estría se machacó los nódulos con ayuda de una 
varilla. Se seleccionaron 10 nódulos por plantas, para realizar el ensayo. Con cada 
nódulo obtenido se realizó dos réplicas en placas de Petri con el medio EL-MARC, 
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Imagen 45. (Izq.) Realización de la siembra por estría de un nódulo; (Der.)  Una placa 
Petri después de realizar la siembra por estría. 
 
Se incubó a 28ºC durante un máximo de 10 a 12 días realizando repiques sucesivos en 
medio de cultivo LMA (Levadura-Manitol-Agar, con la misma composición que EL-
MARC pero sin el Rojo Congo) hasta conseguir cultivos axénicos. Se efectuaron tres 
replicas con el medio LMA. 
 
Tras la incubación de las placas de Petri mediante el procedimiento de crecimientos de 
colonias por el medio EL-MARC, las placas que contiene las colonias de rizobios 
presentan una tensión débil con el Rojo Congo, mientras que las placas de Petri con 
colonias de muchas otras bacterias adquieren un color más intenso. 
 
        
Imagen 46. (Izq.) Placa Petri con positivo en colonia de rizobio; (Der.) Siembra por 
agotamiento del Rhizobium.  
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3.2.1.3. Crecimiento de colonias en medio Mc-Conckey 
 
 
Con las placas Petri que dieron positivo al crecimiento bacteriano en el medio de 
cultivo anterior, EL- MARC, se realizó la siembra por estrías en placas Petri con el 
preparado comercial del medio Mc-Conckey. 
El medio de cultivo Mc-Conckey, en la preparación de un litro está compuesto por: 17 
g de Peptona, 3 g de Pluripeptona, 10 g de Lactosa, 1,5 g mezcla de sales biliares, 5 g 
de Cloruro de sodio (NaCl), 13,5 g de Agar, 0,03 g de Rojo neutro, 0,001 g Cristal violeta 
y pH final debe de ser 7,1 ± 0,2. 
Se realizo una incubación a 28ºC durante 48 horas. Posteriormente, se seleccionaron 
las colonias con coloración amarillenta que no son capaces de fermentar el azúcar 
lactosa (lac-) descartando las que presentan coloración violeta. 
 
Debido a que las bacterias capaces de fermentar lactosa producen un cambio en el pH 
del medio por la liberación de productos ácidos, como consecuencia sus colonias 
aparecen de color violeta, contrastando con la coloración amarillenta de las coloni as 
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3.2.1.4. Crecimiento de colonias en medio Kligler 
 
Se realizo una siembra en profundidad por picadura y superficial por estrías en tubos 
con preparado comercial  del medio Kligler con las placas que podrían ser Rhizobium, 
es decir, las colonias de rizobios que no fermentadoras de lactosa. 
 
La composición del medio Kligler para la preparación de un litro es de 13 g de peptona 
de carne, 5 g de cloruro de sodio, 10 g lactosa, 10 g tripteína, 1 g glucosa, 0,5 g citrato 
de hierro y amonio, 0,3 g de tiosulfato de sodio, 0,025 g rojo de fenol, 15 g de agar, 
enrasamos hasta 1 l con agua destilada, y el pH final de 7,3± 0,2. 
 
El medio de cultivo usado para la diferenciación de enterobacterias, KLigler, se basa en 
la fermentación de glucosa y lactosa, y a la producción de ácido sulfhídrico.  
 
 
Imagen 48. Procedimiento de siembra por estría en tubos de ensayo. 
 
Se incuba a 35ºC durante 24 horas. 
 
Las respuestas a la incubación en este medio de cultivo Kligler pueden ser: 
 Superficie roja / Fondo amarillo: bacteria sólo fermenta glucosa. 
 Superficie amarilla / Fondo amarillo: bacteria fermenta glucosa y lactosa. 
 Superficie roja / Fondo rojo: bacteria es no fermentadora de azúcares 
(Rhizobium). 
 Ennegrecimiento el medio: bacteria produce ácido sulfhídrico. 
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Por lo tanto, se selecciona los tubos que tras la incubación presentan colonias con 
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3.2.1.5. Crecimiento de colonias en medio LMA + Azul Bromotimol 
Se realizó una siembra superficial por estrías en tubos, a los positivos en el medio de 
cultivo anterior, con medio LMA (Levadura-Manitol-Agar) + Azul Bromotimol (5 mg/L), 
este medio de cultivo tiene la siguiente composición para la preparación de 1 litro: 15 
g de Agar, 1 g de Manitol, 4 g Extracto de Levadura, 0,5 g K2PHO4, 0,2 g MgSO4, 0,1 g 
NaCl, 5 ml de Azul Bromotimol, enrasamos hasta 1 l con agua destilada, y el pH final de 
6,8 ± 0,2. 
 
 
Imagen 50. Tubos de ensayo con la preparación de crecimiento de colonias en medio 
LMA + Azul de Bromotimol.  
 
 
Se incubó a 28ºC durante 48 horas. Tras la incubación según el viraje de los tubos de 
ensayo, se calificó como Rhizobium la apariencia de color amarillo del medio que indica 
presencia de cepas productoras de acidez; y como Bradyrhizobium la aparición de 





3.2.2.1. Extracción ADN bacterial 
Para la extracción del ADN genómico total de cada individuo se realizó con el Kit de 
extracción "E.Z.N.A. Bacterial DNA kit" de la casa comercial OMEGA. De acuerdo a las 
instrucciones del fabricante siguiendo el protocolo del método de centrifugación "Kit 
de ADN bacteriano de E.Z.N.A." de hasta 3 ml con medio de cultivo LB, con una 
concentración de las muestras es 100 µL de ADN de alta pureza.  
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Antes de comenzar con la extracción del ADN se preparó el DNA Wash Buffer, HBC 
Buffer, y la lisozima. Para ello se diluyo el ADN tampón de lavado con etanol al 100% 
añadiendo 6 ml de D3350-00, 60 ml D3350-0, y 100 ml D3350-02 a cada botella y se 
almaceno a temperatura ambiente. Se disolvió la lisozima con tampón de elución 
añadiendo 100 l  de D3350 -00, 1 ml de D3350 – 01 y 1 ml de D3350-02 de cada vial y 
se almaceno a -20ºC. Se diluyo el tampón de HBC con isopropanol con el equipo 
Isopropanol Alta añadiendo 1,6 ml de D3350-00, 10 ml de D3350-01 y 32 ml de D3350-
02 se almaceno a temperatura ambiente.  
Se cultivó las bacterias en medio LB a fase logarítmica. Se centrifugo 3 ml durante 10 
minutos a temperatura ambiente. Se añado 100 l de tampón TE,  se agito con Vortex 
para resuspender completamente el  sedimento, y 10 l de lisozima. Se incubó a 37°C 
durante 10 minutos. 
Se añade a la muestra 25 mg de perlas de vidrio de 1,5 ml tubo de microcentrífuga. Se 
agitó con Vortex a velocidad máxima durante 5 minutos. Reposó la muestra para 
permitir que las gotas se asienten. Posteriormente, se transferió el sobrenadante a un 
nuevo tubo de microcentrífuga de 1,5 ml. Y se añadió 100 ml Buffer BTL y 20 de 
solución de proteinasa K l. Se volvió agitar con Vortex para mezclar bien y se Incubó a 
55°C en un baño de agua con agitación. Después se añadió 5 l de RNasa A y se mezcló. 
Se realizó la incubación a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se centrifugó a 
10.000 xg durante 2 minutos para sedimentar cualquier material no digerido. Se 
transferió el sobrenadante a un nuevo tubo de microcentrífuga de 1,5 ml, sin perturbar 
el sedimento. Se añadió 220 l de tampón BDL y se agitó con Vortex. Se incubó a 65°C 
durante 10 minutos. A continuación, se añadió 220 l de etanol 100 % y se agito con 
Vortex durante 20 segundos a velocidad máxima para mezclar a fondo.  
 Se insertó un HiBind ® Mini Columna de ADN en un tubo de recogida de 2 ml y se 
transfirió la muestra a la columna. Se centrifugó a 10.000 x g durante 1 minuto. Se 
desechó el filtrado y el tubo de recogida. Después se inserte el HiBind ® Mini Columna 
ADN en un nuevo tubo de recogida de 2 ml. Se añadió 500 l Buffer HBC, siendo diluido 
con isopropanol antes de su uso. Se centrifugó a 10.000 x g durante 1 minuto. 
Desechar el filtrado y reutilizar el tubo de recogida. Se añadió 700 l de ADN Wash 
Buffer y se centrifugó a 10.000 x g durante 1 minuto. A continuación, se desechó el 
filtrado y se reutilizó el tubo de recogida.  Se repitió una segunda etapa de lavado 
Wash Buffer ADN y se centrifugó al vacío ADN HiBind ® mini columna a la velocidad 
máxima, alrededor de 10.000 xg,  durante 2 minutos para secar la columna. 
Se insertó el HiBind ® Mini Columna ADN en un nuevo libre de nucleasa tubo de 
microcentrífuga de 1,5 ml. Se añadió 50 l de tampón de elución calentado 65 ° C a la 
HiBind ® ADN mini columna. Se dejó reposar durante 3 a 5 minutos a temperatura 
ambiente. Se centrifugó a 10.000 xg durante 1 minuto para eluir el ADN. Se volvió a 
repetir una segunda etapa de elución y se almacenó el ADN eludió a -20 ° C. 
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Imagen 51. Extracción del ADN genómico.  
 
3.2.2.2. Amplificación del fragmento perteneciente a la región 16S, nodA y 
nodC mediante empleo de la PCR. 
 
Se ha generalizado el empleo del gen ribosómico 16S como principal marcador 
filogenético para identificar especies bacterianas, pero dentro de la familia 
Rhizobiaceae se han observado similitudes tan elevadas que fue se requieren nuevos 
marcadores que afiancen la filogenia obtenida con el gen ribosómico 16S y a su vez 
tengan mayor exactitud en la identificación (Kwon et al., 2005; Gaunt et al., 2001).  
 
En este estudio se obtuvieron las secuencias del gen ribosómico 16S, los genes fD1 y 
rD1. También el nodA y nodC (Laguerre et al., 2001) se secuenció con el fin de tener en 
cuenta el origen de relaciones simbióticas de los aislados con la planta hospedadora. 
Para llevar a cabo esa secuenciación, se hizo una PCR para la amplificación del 
fragmento buscado. 
 
El ADN bacteriano se amplificó mediante la técnica de PCR (polymerase chain 
reaction). Esta técnica es empleada tanto para la obtención de perfiles de TP-RAPD 
como para obtener copias de los fragmentos de ADN que se van a secuenciar 
posteriormente. De esta forma, la mezcla de reactivos es diferente así como las 
concentraciones y la naturaleza de los mismos en función del producto final de PCR. 
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Tabla 4. Reactivos empleados en la PCR. 
COMPONENTES CANTIDAD (µL) 
10 x PCR Buffer 2,5 
2 mM dNTPs 2,5 
25 mM MgCl2 2 
10 µM forward primer 0,5 
10 µM reverse primer 0,5 
Taq Polimerasa 0,3 
ADN 1 




Tabla 5. Cebadores para la amplificación de ADN. 
Fragmento 
ADN 
Cebador Tmº 100 
µM/µl 
Secuencia (5´-3´) 
16S ADNr fD1 61,0 515 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 
rD1 60,2 337 AAGGAGGTGATCCAGCC 
nodC nod CF 62,8 490 ACGTAGTCGACGACGGTTC 
nod CFn 67,6 524 AGGTGGTCGACGACGGTTC 
nod C1 71,6 534 CGCGACAGCCAATCGCTATTG 
nodA nod A-1 67,1 525 TGCAGTGGAAAATAAACTGGGAAA 




Tabla 6. Condiciones de tiempo y temperatura de PCR. 
FASES TEMPERATURA TIEMPO 16S 
Desnaturalización 











Extensión final 72 ºC 7 min  
Conservación 4 ºC ∞  
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Imagen 52. Protocolo de amplificación del ADN ribosomal 16S, método de 
la polimerasa en cadena “PCR. 
 
 
3.2.2.3. Electroforesis del ADN 
La concentración de las muestras de ADN se determinó en espectrofotómetro y por 
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Una vez conocida la concentración, todas las 
muestras se diluyeron a 20 ng/μl para su utilización en la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR). 
 
Se pesó 2,5 g de agarosa y se colocó dentro de un envase de vidrio que contenga 250 
mL de Buffer TBE 0,5X y se calentó en el microondas durante dos minuto. Se sacó del 
microondas, se agitó y se volvió a calentar durante otro minuto.  Cuando la solución de 
agarosa alcanzaó una temperatura soportable por la mano, se agregó 2,5 µl de 
Bromuro de Etidio (Solución madre 10 mg. mL -1). Se mezcló bien, agitando el recipiente 
en forma circular, evitando que se formen burbujas en la solución.  
Posteriormente se echó en la solución en la bandeja de corrida vertiendo la solución 
lentamente por uno de los extremos de la bandeja y se retiró las burbujas que quedan 
sobre el área de corrida de las muestras con una punta limpia. Se dejó polimerizar la 
agarosa.  
Se llenó el tanque de la cámara de electroforesis con Buffer TBE 0,5X hasta cubrir el 
gel. Se conectó los electrodos de la cámara a la fuente de poder, graduó el voltaje y se 
inició para que corriesen las muestras. 
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A 25 μL del producto de PCR obtenido se le añadieron 8 μL del tampón de carga (40% 
sacarosa y 0,05% azul de bromofenol).  
La electroforesis se llevó a cabo durante dos horas aplicando un campo eléctrico de 6 
V/cm y utilizando una fuente eléctrica Power PAC 300 (Bio-Rad, EE.UU.). 
 
Los geles se tiñeron con una disolución de bromuro de etidio (Sigma, EE.UU.), de 0,5 
μg mL-1, durante 30 minutos y se fotografiaron con luz ultravioleta utilizando el equipo 
Gel Doc 2000 (Bio-Rad, EE.UU.). 
 
 
Imagen 53. Protocolo preparación del gel de agarosa al 1,5%.  
 
3.2.2.4. Purificación del fragmento amplificado. 
Siguiendo el protocolo "QIAquick PCR Purification Kit" de QIAGEN. Para el 
procedimiento de Purificación de PCR se añadió 5 volúmenes de tampón PB a 1 
volumen de la muestra y la mezcla de PCR. Aunque no era necesario para eliminar el 
aceite mineral o kerosene, se eliminó para obtener un ADN más limpio. Se añadió 500 l 
de tampón PB de 100 l de muestra de PCR, y se comprobó el pH era de 5,0 y que el 
color de la mezcla era amarillo. Si no se hubiera tenido que añadir 10 l de 3 M de 
acetato de sodio. 
A continuación, se colocó una columna de centrifugación QIAquick en un tubo de 
recogida de 2 ml provisto. Para unirse al ADN, aplicar la muestra a la columna QIAquick 
y se centrifugó durante 60s y se desechó el filtrado. Se puso la columna QIAquick de 
vuelta en el mismo tubo. Para lavar, se agregó 0,75 ml de tampón PE a la columna 
QIAquick y se centrifugó durante 60s. Se desechó el filtrado, se descartó el etanol y se 
colocó la columna de nuevo QIAquick en el mismo tubo. Y se volvió a centrifugar la 
columna durante 1 min.  
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Posteriormente, se colocó la columna QIAquick en un tubo de microcentrífuga de 1,5 
ml limpio. Para eludir el ADN, se añadó 50 l de tampón EB (10 mM de Tris · Cl, pH 8,5) 
o agua (pH 7,0 a 8,5) a el centro de la membrana QIAquick y se centrifugó la columna  
durante 1 min. Alternativamente, para el aumento de la concentración de ADN, se 
agregó 30 l de tampón de elución el centro de la QIAquick membrana, se dejó reposar 
la columna durante 1 min, y luego se centrífugó.  
Al ADN purificado se analiza en un gel, se añadió 1 volumen de colorante  de azul de 
bromofenol de carga a 5 volúmenes de ADN purificado.  
 
Imagen 54. Purificación del fragmento amplificado. 
 
3.2.2.5. Secuenciando del fragmento amplificado. 
Se ha encargado de ello la empresa especializada Savia Biotech, S.A. Empresa que 
cuenta con las metodologías más avanzadas del análisis de ADN / ARN, diagnóstico 
genético, fitopatología e "in vitro" de cultivo de células / tejidos se han aplicado en 
Savia Biotech Laboratorios. 
 
Imagen 55. Secuenciador 
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3.2.2.6. Introducción de la secuencia en la base de datos BLAST. 
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) es un programa informático 
de alineamiento de secuencias de tipo local, ya sea de ADN, ARN o de proteínas. El 
programa es capaz de comparar una secuencia problema (secuencia query) contra una 
gran cantidad de secuencias que se encuentren en una base de datos. BLAST es capaz 
de calcular la significación de sus resultados, por lo que nos provee de un parámetro 
para juzgar los resultados que se obtienen. Por lo tanto, este programa permite 
determinar a qué organismo pertenece la secuencia introducida.  
 
Imagen 56. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 
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3.2.3.1. Desinfección de semillas 
Para la desinfección de las semillas de Astragalus nitidiflorus, se realizó el mismo 
procedimiento de desinfección que se ha utilizado para los nódulos. Se sumergieron 
las semillas durante 1 minuto en alcohol al 70%, a continuación se anegaron durante 4 
minutos en una disolución de hipoclorito de sodio (NaClO) al 2% e inmediatamente se 
realizaron 7 lavados con agua destilada. 
 
3.2.3.2. Escarificación y germinación de semillas 
La escarificación se realizó mediante un corte superficial con ayuda del bisturí. 
Posteriormente, se estacionaron las semillas en placas Petri con dos capas de papel de 
filtro humedecidas y selladas con PARAFILM. Para la germinación de las semillas se 
colocaron en la cámara de cultivo a la temperatura con 20-12 ºC y con un fotoperiodo 
de 12 horas. 
 
3.2.3.3. Desinfección de turba 
 
La desinfección se efectuó mediante un proceso de deshidratación, durante el cual se 
realizó un tamizado y colocación de la turba en estufa a 60 ºC durante 2 a 3 días. 
 
 
3.2.3.4.  Preparación del inóculo 
Para preparar el inóculo se trabajó en campana de flujo laminar. Se realizó la siembra 
mediante agotamiento del asa de cultivos base de Rhizobium a placas Petri con medio 
de cultivo adecuado, ELM, para el desarrollo del mismo. Se estacionaron las placas 
Petri selladas con PARAFILM en incubadora a 26 ºC durante 3 a 4 días. 
Preparación de ELM (Extracto Levadura Manitol), como se ha mencionado 
anteriormenr, tiene la siguiente composición para la preparación de 1 litro: 10 g de 
Manitol, 1 g de Extracto de Levadura, 0,5 g K2PHO4, 0,2 g MgSO4, 0,1 g de NaCl, 
enrasamos hasta 1 l de agua destilada, y el pH final de 6,8± 0,2.. 
Autoclavado de medio de cultivo y los tubos. Se vertieron 10 mL de ELM en cada tubo. 
Con un bisturí se cortó porciones de 1 x 1 cm del cultivo de Rhizobium y se 
introdujeron en los tubos de ensayo. Se sellaron los tubos con algodón y se llevaron a 
la incubadora durante 72 horas a 90 r.p.m. y 28ºC. 
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Imagen 57. (Izq.) Pipetenado 10 ml de ELM para colocar en los tubos de ensayo; (Der.) 
Recorte de 1x1 cm de cultivo de Rhizobium e introducciendolo en los tubos con el 
cultivo ELM. 
3.2.3.5. Inoculación 
Para proceder a la inoculación, primero se puso de la turba en las bandejas forestales y 
se hidrataron. Posteriormente, se trasplantó las plántulas. Se depositan en cámara de 
cultivo a 20-12ºC y fotoperiodo 12 horas. Transcurridos unos días vertido del inóculo 
de Rhizobium en las bandejas forestales con la turba saturada en agua se comprueba la 
inoculación. 
   
Imagen 58. Inoculación de Rhizobium en una bandeja de cultivo forestal de Astragalus 
nitidiflorus. 























Una vez obtenidos los nódulos de las raíces de las plantas de Astragalus nitidiflorus, se procede a la 
desinfección, y al aislamiento de las bacterias del género Rhizobium. Para ello se realizaron cuatro 






4.1.1. Crecimiento de colonias en medio EL-MARC 
 
Los resultados obtenidos después de realizar el crecimiento bacteriano mediante el medio de 
cultivo EL-MARC ha sido bastante efectivo en la mayoría de la siembra de los nódulos de las dos 
plantas.  
 
Como se ha mencionado anteriormente, tras la incubación mediante este procedimiento resulta 
que las placas que contienen las colonias de rizobios, es decir, positivas, presentan una tensión 
débil con el Rojo Congo; mientras que las placas de Petri con colonias de muchas otras bacterias 
(negativas) adquieren un color más intenso. 
En este ensayo resulta negativas en Rhizobium cuatro placas petris, perteneciente todas ellas a la 


















4.1.2. Crecimiento de colonias en medio McConkey 
 
De las placas que han dado positivo en el medio EL-MARC se procedió al crecimiento de colonias 
en el medio McConkey, obteniéndose mejores resultados en los nódulos de la planta uno que en la 
dos.  
 
Tras la incubación  se seleccionaron las colonias con coloración amarillenta que no son capaces de 
fermentar el azúcar lactosa (lac-), por lo tanto, son posibles rizobios; y descartando las que 
presentan coloración violeta que son las capaces de fermentar liberando productos ácidos. La que 
tienen un color intermedio o no claramente amarillo son posibles ya que debido a la 
incertidumbre que nos genera aplicaremos el siguiente medio de crecimiento de colonia s para 
descartarlas o no. 
En general, se consigue buenos resultados 18 placas positivas (45%), 8 placas que producen 
incertidumbre (20%), por lo tanto, 26 placas que son posibles (65%), y el resto dan resultados 
negativos en Rhizobium.     
 
                                       
 
 













4.1.3. Crecimiento de colonias en medio Kligler 
 
De las placas que han dado positivo o han provocado incertidumbre en el medio McConkey son 
posibles en crecimiento en Rhizobium se realiza el crecimiento en medio Kligler, del cual se 
obtienen resultados más desfavorables que los anteriores, aunque es lo esperado ya que cada 
método empleado es eliminatorio para el siguiente. 
 
Las respuestas a la incubación en este medio de cultivo Kligler pueden ser, como se ha citado 
anteriormente: ennegrecimiento el medio: bacteria produce ácido sulfhídrico; superficie roja / 
fondo amarillo: bacteria sólo fermenta glucosa; superficie amarilla / fondo amarillo: bacteria 
fermenta glucosa y lactosa; y superficie roja / fondo rojo: bacteria es no fermentadora de 
azúcares, por tanto, positiva, es decir, potencial en Rhizobium.  
Los resultados logrados son mejores en la planta uno, como en el caso anterior. Se obtienen en 
total 18 tubos que tras la incubación presentan colonias con superficie y fondo de color rojo,  que 
son posibles Rhizobium, es decir, positivos, y 8 tubos que no muestra este aspecto, por tanto, 






















4.1.4. Crecimiento de colonias en medio LMA+Azul Bromotimol 
 
Tras haber seleccionado los posibles rizobios mediante la experiencia del medio Kligler, se procede 
al crecimiento de colonias por medio LMA+Azul Bromotimol. Después de la incubación se 
selecciona los tubos de ensayo que han virado el medio a color amarillo, esto indica la presencia de 
cepas productoras de acidez, y por tanto, posible Rhizobium. No obstante, el de color azul del 
medio posterior a la incubación indica que son cepas productoras de alcalinidad como 
Bradyrhizobium. 
 
Los resultados obtenidos mediante este estudio coinciden con los alcanzados en la anterior prueba 
mediante en crecimiento de colonias por el medio Kligler, dando positivo a todos los posibles 
preseleccionados. Debido a que todos los tubos han virado a color amarillo exceptuando los tubos 
control. Por tanto, resulta positivos 18 tubos, con posibles cepas de rizobios, referentes a los 
nódulos 1, 3, 4, 5, 8 y 9 de la planta uno; a las replicas 2.1, 6.2 y 7.2 pertenecientes a la primera 
planta; y a las siembras 1.2, 5.2 y 10.1 de la planta dos. 
 
En general, sólo se aislaron 18 cepas de colonias de posible rizobios de las 40 siembras de estudio, 
es decir, 45% de las muestras de estudio han dado positivo, por tanto, son posible Rhizobium, para 





Imagen 62. Tubos de ensayo después de la incubación del crecimiento de colonias en medio LMA + 








Tabla 7. Resultado de crecimiento bacteriano en los diferentes medios de cultivo. 
 
Planta 1 McConckey Kligler LMA+Azul  Planta 2 McConckey Kligler LMA+Azul 
1.1 (+) (+) (+)  1.1 (+) (-)  
1.2 (+) (+) (+)  1.2 (?) (+) (+) 
2.1 (+) (+) (+)  3.1 (-)   
2.2 (+) (-)   3.2 (-)   
3.1 (?) (+) (+)  5.1 (-)   
3.2 (?) (+) (+)  5.2 (+) (+) (+) 
4.1 (+) (+) (+)  6.1 (+) (-)  
4.2 (+) (+) (+)  6.2 (-)   
5.1 (+) (+) (+)  7.1 (-)   
5.2 (?) (+) (+)  7.2 (+) (-)  
6.1 (-)    8.1 (-)   
6.2 (+) (+) (+)  8.2 (+) (-)  
7.1 (-)    9.1 (-)   
7.2 (+) (+) (+)  9.2 (+) (-)  
8.1 (?) (+) (+)  10.1 (?) (+) (+) 
8.2 (?) (+) (+)  10.2 (+) (-)  
9.1 (+) (+) (+)      
9.2 (?) (+) (+)      
10.1 (-)        




(?) Incertidumbre, dudas de los resultados, se realiza el siguiente método de crecimiento.  
 
 







Para la identificación las colonias potencialmente rizobios, se extrajo el ADN bacterial mediante el  
protocolo "E.Z.N.A. Bacterial DNA kit”, posteriormente la ampliación del fragmento perteneciente 
a la región 16S rRNA, nodA y nodC mediante empleo de la PCR debido a que los géneros de 
rizobios se definen sobre la base de la filogenia de estos genes.  
Posterior a la ampliación del fragmento 16S, se llevo a cabo la electroforesis del ADN, la 
purificación del fragmento amplificado, secuenciando del fragmento amplificado e introducción de 
la secuencia en la base de datos BLAST. Obteniendo como resultado la identificación de la/s 
especie/s y el grado de coincidencia o autenticidad de la colonias aisladas, como se observa en las 
tablas 8 y 9. 
Como resultados globales de la identificación de las 18 cepas aisladas; seis de las cepas de estudio 
que presentó una similitud elevada a la especie Pseudomonas sp. del 98%, de estas 6 cepas cuatro 
son pertenecientes a la primera planta correspondientes a los nódulos 1 y 3 en ambas replicas, y 
las otras dos de la segunda planta corresponde a las colonias 1.2 y 5.2. Cinco de las 18 cepas 
aisladas de rizobius corresponde a la especie Rhizobium sp., todas ellas pertenecientes a la planta 
1, y a las siembras de estudio 2.1, 4.1, 4.2, 6.2, 7.2. Otras cinco cepas conciernen a Enterobacter 
sp., procedentes de la planta 1 y de los nódulos 3, 9 y a la siembra 8.1. Y la cepa aislada de estudio 
restante pertenece a la planta dos corresponde con la siembra 10.1 y corresponde a la especie 


















Tabla 8. Resultados de identificación de los nódulos de la planta 1. 
 
Planta 1 Especie Identidad 
1.1 Pseudomonas sp.  80% 








Rhizobium huautlense  82% 
Rhizobium alkalisoli 81% 
Rhizobium pusense  79% 
3.1 Pseudomonas sp. 98% 
3.2 Pseudomonas sp. 97% 
4.1 
 
Rhizobium cellulosilyticum 92% 




Rhizobium cellulosilyticum 79% 
Rhizobium huautlense  79% 
Rhizobium pusense  79% 
5.1 Enterobacter sp.  92% 
5.2 Enterobacter sp.  76% 
6.2 Rhizobium pusense  90% 
7.2 Rhizobium pusense  86% 
8.1 Enterobacter sp.  90% 
9.1 Enterobacter sp.  76% 
9.2 Enterobacter sp.  85% 





Tabla 9. Resultados de identificación de los nódulos de la planta 2. 
 
Planta 2 Especie Identidad 
1.2 Pseudomonas sp.  97% 
5.2 Pseudomonas sp.  98% 
10.1 Erwinia sp.  90% 
 
Tabla 10. Resultado global de identificación de los nódulos de estudio. 
Especie 
% Nódulos de P1/ total 
siembras P1 
% Nódulos de P2/ total de 
siembras en P2 
% Total de nódulos/ 
total de siembras 
% Nódulos/ cepas 
aisladas 
Pseudomonas sp. 20 10 15 33,34 
Rhizobium sp. 25 - 12,5 27,78 
Enterobacter sp. 25 - 12,5 27,78 
Erwinia sp. - 5 2,5 5,56 
Datos: 
P1: Planta 1 
P2: Planta 2 
 





























Para la inoculación de Rhizobium sp.  a las plantas de Astragalus nitidiflorus, se utilizaron las 
colonias que anteriormente se habían identificado como potencialmente Rhizobium sp., las 
correspondientes con las siembras bacterianas:  2.1, 4.1, 4.2, 6.2 y 7.2 todos pertenecientes a 
nódulos de la planta 1, como se han manifestado en los resultados anteriores. 
Se realizaron 12 inoculaciones de plantas por cada cepa de cultivo identificada como Rhizobium 
sp., obteniendo un total de 60 plantas inoculadas. 
Los resultados obtenidos de la inoculación de las plantas Astragalus nitidiflorus  con Rhizobium sp.  
han sido muy representativos y negativos a la vez, debido a que el 100% de las plantas inoculadas 




































No se ha podido aislar ni identificar la especie de rizobio que infecta las raíces de A. 
nitidiflorus y forma nódulos fijadores del nitrógeno atmosférico.  
Sin embargo, si se han conseguido aislar rizobios que pertenecen a cuatro especies del 
género Rhizobium sp., aunque ninguno de ellos ha desarrollado nódulos de las plantas 
en el ensayo de inoculación.  Esto ha ocurrido en cinco de las dieciocho cepas que se 
ha conseguido aislar, que corresponde con el 27,78% de cepas aisladas y con el 12,5% 
de total de las siembras de estudio. 
Debido a los resultados obtenidos hasta ahora, se ha buscado colaboración con el 
Centro de Biotecnología y Genómica de Plantas perteneciente a la U.P.M. e I.N.I.A., 
para el aislamiento e identificación del rizobio infectivo de Astragalus nitidiflorus.  
Actualmente, se sigue trabajando en esta líneas de investigación con la esperanza de 
conseguir plantas de Astragalus nitidiflorus inoculadas en vivero, para su posterior 
repoblación en su hábitat natural, ya que esta planta como se ha mencionado con 
anterioridad se encuentra “En peligro de extinción”. 
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